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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA in vitro DE TRIAZENOS,
SERTRALINA E METILDOPA COMO ALTERNATIVAS NO
REAPROVEITAMENTO DE MEDICAMENTOS

AUTORA: Angelita Bottega
ORIENTADORA: Profd. Dr2. Rosmari Horner

Atualmente, inimeros esforcos para descobrir terapias antineoplasicas e antimicrobianas eficazes, seletivas e
inovadoras tém conduzido a sintese e investigacdo da atividade bioldgica de diferentes moléculas. Os Triazenos
(TZCs) tém se firmado como uma classe promissora para a descoberta de farmacos pela ampla versatilidade
farmacoldgica demonstrada. Outra abordagem é o reaproveitamento de medicamentos, ou seja, investigar novos
usos para farmacos ja aprovados clinicamente no tratamento de outras doengas. Essa pratica tem provado ser
uma boa alternativa, uma vez que reduz riscos, tempo e custos associados ao processo de desenvolvimento
clinico, pela disponibilidade de dados farmacocinéticos e toxicoldgicos ja conhecidos. Nosso grupo de pesquisa
tem avaliado o potencial farmacolégico de uma série de compostos triazenos e de diferentes medicamentos
utilizados na prética clinica, como alternativas no redirecionamento. Reportamos a avaliacdo da atividade
bioldgica in vitro de trés moléculas triazenos N-dxidos: M1 (3-(4-clorofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido), M2 (3-
(4-bromofenil)-1-feniltriazeno N;-0xido) e M3 (3-(4-iodofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido), trés complexos
triazenidos N-6xidos de Cu(ll): C1 ({Bis[3-(4-chlorofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-x?N?, O*]cobre(ll)}), C2
({Bis[3-(4-bromofenil)-1-feniltriazenido ~ Ni-Oxido-x®N!,  O*Jcobre(I)}) e  C3({Bis[3-(4-iodofenil)-1-
feniltriazenido N;-Oxido-x2N*, O*]cobre(11)}) e seus respectivos precursores, P1 (4-Clorofenil-amina), P2 (4-
Bromofeni-amina) e P3 (4-lodofenil-amina), bem como dos medicamentos candidatos ao redirecionamento,
sertralina e metildopa. A atividade antibacteriana foi determinada pelo método da microdiluicdo em caldo,
através da avaliacdo da concetracéo inibitéria minima (CIM), frente a cepas da colecdo American Type Culture
Collection e isolados clinicos multirresistentes (MDR). A citotoxicidade foi investigada utilizando-se culturas de
linhagens celulares (tumorais: melanoma murino - B16F10, hepatocarcinoma humano — HepG2, glioblastoma
multiforme - U87MG e T98G; ndo neoplésica: 292T - fibroblasto de rim embrionario) por meio do ensaio
colorimétrico com o reagente brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT). A atividade de
nuclease quimica foi verificada por meio da técnica de eletroforese em gel de agarose. Os compostos avaliados
apresentaram atividade citotoxica varidvel. O complexo C3 apresentou maior efeito citotéxico frente as
linhagens HepG2 (ICso = 2.672 UM) e B16F10 (IC5=3.950 [LM), sendo mais ativo que os quimioterapicos
padrdes tosilato de sorafenibe (nexavar® - Bayer) (ICso = 7.133 UM) e temozolomida(temodal® -
Schering-Plough) (1Cso = 8.402 M), respectivamente. Nas linhagens do glioblastoma multiforme, as
molélulas N-6xidos livres foram mais citotoxicas frente a US7MG, sendo M1 (ICsp = 1.488 UM) com maior
atividade, o qual foi aproximadamente trés vezes mais ativo que quimioterapico padrdo temozolimida (ICso =
4.369 UM). Frente a T98G, os complexos triazenidos N-6xidos apresentaram maior efeito citotoxico,
destacando-se a atividade do complexo C2 (ICso = 9.211 UM), cujos valores foram préximos ao apresentado
pelo padrdo temozolomida (ICso = 7.326 UM). Os TZCs apresentaram atividade antibacteriana, sendo mais
ativos frente a Gram positivos. Estes, ndo apresentaram atividade de nuclease, pois ndo foram aptos a clivar o
DNA plasmidial. Entre os medicamentos, sertralina apresentou maior atividade antibacteriana que metildopa,
tanto frente cepas Gram positivas como Gram negativas. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para
avaliar os mecanismos de acdo envolvidos para tornar seu uso seguro no tratamento de doencas infecciosas de
origem bacteriana. Ocorreram eventos sinérgicos (FICI <0,5) entre sertralina e metildopa e em suas associacfes
com sulfametoxazol/trimetoprima. Metildopa possui atividade de nuclease quimica, pois foi apto a clivar o DNA
plasmidial, por provavel mecanismo de acdo hidrolitico, similar ao promovido pelas nucleases naturais.
Concluimos que os TZCs ensaiados, M1 e C3, bem como os medicamentos redirecionados sertralina e metildopa
demonstram uma alternativa para a concep¢do de novos medicamentos com propriedades antitumoral e
antibacteriana.

Palavras-chave: Triazenos. Clivagem do DNA. Citotoxicidade. Reaproveitamento de medicamentos. Sertralina.
Metildopa.



ABSTRACT

EVALUATION OF in vitro BIOLOGICAL ACTIVITY OF TRIAZENES,
SERTRALIN AND METHILDOPA AS ALTERNATIVES IN DRUGS REPURPOSING

AUTHOR: Angelita Bottega
ADVISOR: Prof2. Dr2, Rosmari HOrner

Currently, countless efforts to discover effective, selective and innovative antineoplastic and antimicrobial
therapies have led to the synthesis and investigation of the biological activity of different molecules. Triazenes
(TZCs) have established themselves as a promising class for drug discovery due to the wide pharmacological
versatility demonstrated. Another approach is the reuse of medications, that is, investigating new uses for drugs
already clinically approved in the treatment of other diseases. This practice has proven to be a good alternative,
since it reduces risks, time and costs associated with the clinical development process, due to the availability of
known pharmacokinetic and toxicological data. Our research group has evaluated the pharmacological potential
of a series of triazene compounds and different drugs used in clinical practice, as alternatives in redirecting. We
report the in vitro biological activity evaluation of three N-Oxide triazene molecules: M1 (3- (4-chlorophenyl) -1-
phenyltriazene N1-6xide), M2 (3- (4-bromophenyl) -1-phenyltriazene N1-6xido ) and M3 (3- (4-iodophenyl) -1-
phenyltriazene N1-6xide), three N-Oxide triazenide complexes of Cu(ll): C1 ({Bis [3- (4-chlorophenyl) -1-
phenyltriazenide N1- Oxide-x2N1, O4] copper (I1)}), C2 ({Bis [3- (4-bromophenyl) -1-phenyltriazenide N1-
oxido-x2N1,04]copper(1)}) and C3 ({Bis [3 - (4-iodophenyl) -1-phenyltriazenide N1-6xido-x2N1, O4]copper
(IN}) and their respective precursors, P1 (4-Chlorophenyl-amine), P2 (4-Bromophenyl-amine) and P3 (4-
lodophenyl-amine), as well as the candidate drugs for redirection, sertraline and methyldopa. The antibacterial
activity was determined by the broth microdilution method, through the evaluation of minimal inhibitory
concentration (MIC), against strains of the American Type Culture Collection and multidrug-resistant clinical
isolates (MDR). Cytotoxicity was investigated using cell line cultures (tumor: murine melanoma - B16F10,
human hepatocarcinoma - HepG2, glioblastoma multiforme - U87MG and T98G; normal: 292T - embryonic
kidney fibroblast) using the colorimetric assay with the bromide reagent 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyltetrazolium (MTT). The chemical nuclease activity was verified using the agarose gel electrophoresis
technique. The tested compounds showed variable cytotoxic activity. The C3 complex showed a greater
cytotoxic effect compared to the HepG2 (ICsp = 2.672 [UM) and B16F10 (ICso = 3.950 [LM) lines, being more
active than the standard sorafenib tosylate (nexavar® - Bayer) (IC50 = 7,133 uM) and temozolomide (temodal®
- Schering-Plow) (IC50 = 8,402 uM), respectively. In the strains of glioblastoma multiforme, the free N-éxide
molecules were more cytotoxic compared to U87MG, with M1 (ICso = 1.488 UM) with greater activity, which
was approximately three times more active than standard temozolimide chemotherapy (ICso = 4.369 UM). In
relation to T98G, the N-dxide triazenide complexes showed a greater cytotoxic effect, highlighting the activity of
the C2 complex (ICso = 9.211 M), whose values were close to that presented by the temozolomide standard
(ICso = 7.326 UM). The TZCs showed antibacterial activity, being more active compared to Gram positive.
These did not show nuclease activity, as they were not able to cleave plasmid DNA. Among the drugs, sertraline
showed greater antibacterial activity than methyldopa, both against Gram positive and Gram negative strains.
However, additional studies are needed to evaluate the mechanisms of action involved to make its use safe in the
treatment of infectious diseases of bacterial origin. Synergistic events (FICI <0.5) occurred between sertraline
and methyldopa and in their associations with sulfamethoxazole/ trimethoprim. Methyldopa has chemical
nuclease activity because it was able to cleave plasmid DNA, by a probable mechanism of hydrolytic action,
similar to that promoted by natural nucleases. We conclude that the tested TZCs, M1 and C3, as well as the
redirected drugs sertraline and methyldopa demonstrate an alternative for the design of new drugs with antitumor
and antibacterial properties.

Keywords: Triazenes. DNA cleavage. Cytotoxicity. Drug repositioning. Sertraline. Methyldopa.
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1 APRESENTACAO

As secOes Materiais e Métodos, Resultados e Discussdo encontram-se no ARTIGO
CIENTIFICO e nos MANUSCRITOS e representam a integra deste estudo.

Os itens DISCUSSAO e CONSIDERACOES FINAIS, encontrados no final desta
tese, apresentam interpretacdes e comentarios breves e gerais sobre os principais resultados
contidos neste trabalho. As REFERENCIAS apresentadas no final desta tese, referem-se as
citagdes que aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO DE LITERATURA e
DISCUSSAO, uma vez que as referéncias utilizadas para a elaboracdo do artigo e dos

manuscritos, estdio mencionadas nos mesmaos.
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2 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, tem ocorrido um aumento consideravel das doencas neoplasicas
e infecciosas. Esse fendmeno, aliado a escassez de novos agentes terapéuticos e ao rapido
aparecimento de resisténcia aos medicamentos disponiveis para o tratamento dessas doencas,
tem se tornado um evidente problema de satde pablica mundial (BRAY et al., 2018; LE et al.,
2019; WHO, 2020; WILLYARD, 2017).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) relata que, as neoplasias estdo entre as
quatro principais causas de morte no mundo, sendo responsavel por, 9,6 milhdes de 6bitos em
2018 (BRAY et al., 2018; WHO, 2020). A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(International Agency for Research on Cancer — IARC, 2020), divulgou no documento
Globocan — 2020, novas estimativas sobre a carga global de cancer, indicando que aumentou
para 19,3 milhdes o nimero de casos dessas doencas, com um total de 10 milhGes de mortes
associadas em 2020. A agéncia fez também um alerta de que, se nada for feito para reverter
essa situacdo, as incidéncias vao atingir 28,4 milhGes de novos casos até 2040, um aumento
de 47% em relacdo a 2020, com as taxas de mortalidade podendo atingir 16,3 milhdes de
pessoas (SUNG et al., 2021, IARC, 2020).

Dentre os diferentes tipos de canceres, destacamos o glioblastoma multiforme,
melanoma maligno e hepatocarcinoma, que embora sejam tumores de baixa incidéncia, vem
colaborando com as taxas de mortalidade no mundo (IARC, 2020; TAN et al., 2020).
Diferentes protocolos tém melhorado a sobrevida dos pacientes com essas malignidades,
entretanto ainda sdo maultiplos os desafios a serem superados. O baixo nimero de casos, 0
dificil controle e a alta mortalidade relacionada a essas doencas, inviabilizam grandes estudos,
pois o risco de ndo construirem dados suficientes para ganhar a aprovacao de novos agentes
terapéuticos acabam desencorajando a industria a desenvolver medicamentos especificos, uma
vez que estas necessitam de um numero considerdvel de pacientes para provar a significancia
estatistica dos beneficios da droga a ser estudada, antes da sua aprovagdo (CAPUCHA, 2010;
PUCCI et al., 2019).

Outro fator preocupante é o répido aparecimento e disseminacdo de bactérias
multirresistentes (MDR), devido principalmente, ao uso generalizado e, muitas vezes,
inadequado dos medicamentos antibacterianos (HOLMES et al., 2016; CASSINI et al., 2019).
Embora alguns farmacos inovadores estejam em desenvolvimento, grande parte dos

medicamentos langados na Ultima década, sdo derivados de classes terapéuticas ja utilizadas, e
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dessa forma, sujeitos aos mesmos mecanismos de resisténcia, o que tem levado a predicGes de
um retorno a era pré-antibidtica (LE et al., 2019; LIU; BANAEI; REN, 2017).

Diante desta realidade, a comunidade cientifica tem buscado desenvolver e estudar
propriedades farmacoldgicas de novas moléculas, a fim de superar tais desafios. Os triazenos
(TZCs), que contituem uma classe de compostos quimicos nitrogenados formados por trés
atomos de nitrogénio interligados em sequéncia (-N=NN), tém se destacado, pelo fato de ja
terem sido comprovadas suas diversificadas atividades biologicas como, antitumoral,
antimicrobiana e de nuclease quimica, documentadas em diferentes estudos (BONMASSAR
et al., 2013; CIMBORA-ZOVKO et al., 2011; DOMINGUES et al., 2010; HORNER et al.,
2008; PARAGINSKI et al., 2014; TIZOTTI etal., 2016).

Desde a descoberta dos efeitos antiproliferativos da cisplatina, ha mais de 50 anos
(ROSENBERG; VAN CAMP; KRIGAS, 1965), um vasto niumero de complexos metalicos
tém sido desenvolvidos e investigados quanto ao seu potencial bioldgico (MJOS; ORVIG,
2014). Dentre esses, destacam-se 0s que apresentam cobre(ll) na estrutura, devido a sua
ampla versatilidade farmacoldgica, como antitumoral, antibacteriana e de clivagem hidrolitica
e oxidativa do DNA superenovelado (GAMA et al., 2011; SANTINI et al., 2014).

Outra abordagem alternativa para o tratamento das doencas neoplasicas e infecciosas,
pode surgir a partir do reposicionamento e/ou redirecionamento de farmacos, ou seja,
investigar novos usos para drogas que ja foram aprovadas clinicamente no tratamento de
outras doencas (SERAFIN; HORNER, 2018; GELOSA et al., 2020; RASTELLI et al., 2020).
Essa pratica tem provado ser uma boa alternativa, uma vez que medicamentos reposicionados
tém a vantagem de reduzir custos e o tempo de introdugdo no mercado quando comparados a
produtos tradicionais, devido a disponibilidade de dados farmacocinéticos, toxicoldgicos e de
seguranca, que permitem uma reducdo nas falhas associadas ao desenvolvimento clinico
(BROWN; PATEL et al., 2017; FOLETTO et al., 2021; ROSA et al., 2021).

Além disso, outro fator importante no redirecionamento é a possibilidade da
ocorréncia de combinagéo sinérgica entre diferentes medicamentos, as quais podem melhorar
a eficacia da droga, diminuir a toxicidade e fornecer um espectro de atividade mais amplo do
gue a dos regimes monoterapéuticos (GELOSA et al., 2020; RANGEL et al., 2015; ZHENG,;
SUN; SIMEONOQV et al., 2018). Diferentes estudos tém relatado atividade antineoplasica e
antimicrobiana de um grande numero de compostos utilizados no tratamento de condicdes
patoldgicas ndo infecciosas, incluindo psicotropicos como a sertralina e cardiovasculares
como a metildopa (CHAN et al., 2017; FOLETTO et al., 2021; ROSA et al., 2021; SERAFIN
etal., 2018; YOUNIS; THANGAMANI; SELLEM et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade bioldgica in vitro de trés compostos triazenos N-6xidos livres (M1,

M2, M3), trés complexos triazenidos N-Oxidos de Cu(ll) (C1, C2, C3), seus respectivos

precursores (P1, P2, P3) e dos medicamentos, sertralina e metildopa, como alternativas no

reaproveitamento de medicamentos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a citotoxicidade in vitro de trés compostos triazenos N-Oxidos livres, trés
complexos triazenidos N-0xidos de Cu(ll), e seus respectivos precursores, bem como
de medicamentos antineoplasicos (controle positivo), através de ensaio colorimétrico
MTT, frente & linhagens celulares (tumorais: melanoma murino - B16F10,
hepatocarcinoma humano — HepG2, glioblastoma multiforme - U87MG e T98G; néo
neopléasica: 292T - fibroblasto de rim embrionario) afim de definir sua atividade

antitumoral e seletividade;

Determinar a atividade antibacteriana de trés compostos triazenos N-6xidos livres, trés
complexos triazenidos N-Oxidos de Cu(ll) e seus precursores, frente as cepas
bacterianas padrdo da colecdo American Type Culture Collection (ATCC) e isolados
clinicos MDR por intermédio da concentracdo inibitéria minima, pelo método da

microdiluicdo em caldo;

Investigar a atividade de nuclease quimica de trés compostos triazenos N-6xidos
livres, trés complexos triazenidos N-6xidos de Cu(ll) e seus respectivos precursores,
frente a0 DNA plasmidial (pUC18) por intermédio de reagGes em diferentes,
concentracgdes (3,75; 1,875 e 0, 375mM), pHs (7,4 e 8,0) e temperaturas (37° e 50° C);

Investigar a atividade de nuclease quimica dos medicamentos sertralina e metildopa,
frente ao DNA plasmidial (pUC18) por intermédio de reacGes em diferentes,
concentracgdes (3,75; 1,875 e 0, 375mM), pHs (7,4 e 8,0) e temperaturas (37° e 50° C);
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Sugerir possiveis mecanismos envolvidos na clivagem do DNA plasmidial dupla fita,

realizando reacdes na presenca de sequestradores de radicais livres;

Determinar a atividade antibacteriana dos medicamentos sertralina e metildopa, frente
as cepas bacterianas padrdo da colecdo American Type Culture Collection (ATCC) e
isolados clinicos MDR, por intermédio da concentracdo inibitéria minima, pelo

método da microdiluicdo em caldo;

Avaliar atividade antibacteriana sinérgica entre o0s medicamentos sertralina e
metildopa, e suas associacbes com o antibacteriano sulfametoxazol/trimetoprima,

através da determinacéo do indice de concentragdo inibitoria fracionada (FICI).

Avaliar o nivel de tolerdncia dos medicamentos sertralina e metildopa, associados ao
antibidtico sulfametoxazol/trimetoprima, frente a cepas bacterianas padrdo da colecéo

American Type Culture Collection (ATCC) e isolados clinicos MDR.

Apresentar o reposicionamento de farmacos, abordando as principais vantagens e usos
deste processo, destacando o poténcial demonstrado pela sertralina, frente a
determinadas tipos de cancer e linhagens celulares tumorais, bem como sua atividade
frente diferententes microrganismos, destacando especialmente frente a géneros e

espécies bacterianas.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 CANCER: CARACTERISTICAS GERAIS E TERAPEUTICA

O céncer ¢é definido como um conjunto distinto de doencas caracterizadas pelo
crescimento descontrolado e pela disseminacdo de células neoplésicas. Um dos fatores
agravantes no cancer é a metastase, ou seja, a disseminacdo de células malignas do tumor
primario para outros 6rgdos e tecidos, a qual € responsavel por mais de 90% dos casos de
mortes relacionados (INCA, 2020; SUNG et al., 2021). O cancer é uma doenca de causa
multifatorial, podendo ter origem na combinacdo de varios fatores, os quais podem ser
intrinsecos  (mutacBes hereditarias, condi¢cdes imunologicas, entre outros) e/ou
externos/adquiridos (tabagismo, alcoolismo, obesidade, radiacdo, poluentes ambientais, entre
outros) (BRAY etal., 2018; SUNG et al., 2021).

Diferentes abordagens terapéuticas tém sido empregadas no tratamento do céncer,
como a quimioterapia, remocdo cirurgica, radioterapia, imunoterapia, entre outras (RAO;
LAIN; THOMPSON, 2013). A quimioterapia ¢ uma das mais utilizadas; trata-se de uma
abordagem sistémica que recorre a agentes quimicos citotdxicos capazes de interagir com as
células neoplasicas, erradicando ou controlando o crescimento do cancer. Porém, a maioria
dos antineoplésicos convencionais atua de forma ndo especifica, lesando tanto células
cancerosas quanto normais e, consequentemente, ocasionando efeitos adversos. Além disso,
muitos agentes citotdxicos sdo altamente mutagénicos, 0 que pode conduzir a um risco maior
do paciente vir a desenvolver tumores secundarios (BRAY et al., 2018; SUNG et al., 2021).

Apesar dos avangos na compreensdo acerca dos mecanismos moleculares envolvidos
no cancer, a resisténcia aos farmacos antitumorais ainda € a principal causa de recidivas
durante o tratamento antineoplasico. Na maioria das vezes, o rdpido aparecimento de
resisténcia torna necessaria a utilizacdo de altas doses de quimioterapia e combinacGes de
agentes citotoxicos, levando a um aumento dos efeitos adversos. Além disso, as células
neoplasicas sdo capazes de desenvolver resisténcia simultdnea a diferentes agentes, bem
como, as novas terapias direcionadas (INCA, 2020; TAN et al., 2020).

Em dezembro de 2019, um conjunto de casos de pneumonia causada por um
coronavirus recém identificado foi anunciado em Wuhan, na China. Esse coronavirus foi
inicialmente nomeado como novo coronavirus de 2019 (2019-nCoV) pela OMS.
Rapidamente, instalou-se uma epidemia de infeccdo aguda do trato respiratorio pelo mundo,

sendo a enfermidade denominada como doenca pelo coronavirus 2019 (coronavirus disease
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2019 - Covid-19), e 0 novo coronavirus como o virus da sindrome respiratdria aguda grave do
coronavirus 2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 — Sars-CoV-2), pela OMS,
que ha considerou pandemia, em de marco de 2020 (FERREIRA et al., 2020; GUAN et al.,
2020; HU et al., 2021).

A Covid-19 se espalha principalmente pelo trato respiratorio, através de goticulas e
secre¢Bes respiratorias, sendo altamente transmissivel entre seres humanos. Os fatores de
risco para evolucdo com quadro clinico grave e morte por essa infeccdo incluem idade
avancada e presenca de comorbidades, como diabetes, doencas cardiovasculares além de
baixa imunidade, caracteristica comum em pacientes com cancer. Assim, a disseminacao
epidémica do Sars-CoV-2 traz grandes desafios para a pratica clinica na area da oncologia,
uma vez que, pacientes com essas doencas, possuem risco maior de sofrerem de complicacGes
graves se forem contaminadas pelo coronavirus (HANNA et al., 2020; LIANG et al., 2020).

Frente a essa realidade, e as elevadas taxas de mortalidade ocasionadas pelo cancer, se
faz necessario o desenvolvimento constante de estudos que possam otimizar os resultados da
terapia antineoplasica (BRAY et al., 2018; SUNG et al., 2021). Na figura 1 sdo apresentados

0s nameros de dbitos por cancer no mundo registrados em 2018.

Figura 1: Nimero de 6bitos por cancer no mundo no ano de 2018.
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4.1.1 Glioblastoma Multiforme

Os tumores que acometem o sistema nervoso central (SNC) representam 3,5% das
doencas neoplasicas, porém estdo entre os mais complicados devido ao prognostico
geralmente desfavordvel e as baixas taxas de sobrevida (INCA, 2020; TAN et al., 2020).
Aproximadamente 50% dos tumores cerebrais originam-se de células nervosas denominadas
células gliais. Tumores que se originam a partir dessas celulas, sdo denominados gliomas.
Existem diferentes tipos de gliomas, 0 mais comum desenvolve-se a partir de células gliais
chamadas astrocitos. Tumores dessa natureza sdo denominados como astrocitomas,
destacando-se entre estes, o glioblastoma multiforme (GBM) (BRAY et al., 2018;
MENEGASSO et al., 2020; SOUSA; CRISTOFARO; SERAFIN et al., 2015).

O GBM ¢é classificado de acordo com seu grau de malignidade como de | a IV, sendo
o grau IV, o mais agressivo e com pior progndstico ao paciente. Apesar de ser relativamente
raro, tumores dessa natureza contribuem de forma significativa, para a mortalidade no mundo.
Podem se manifestar em qualquer idade, mas € mais frequente em adultos com idade mediana
de 64 anos, afetando mais homens que mulheres. A maioria dos sintomas desse transtorno
inclui pressdo intracraniana, cefaléia e déficits neuroldgicos focais e progressivos
(BRANDSHAW et al., 2016; BRAY et al., 2018; DI CARLO et al., 2017; TAN at al., 2020).

O GBM ¢ altamente resistente aos tratamentos anticancer disponiveis, o que torna
crucial encontrar novas estratégias terapéuticas destinadas a melhorar o mau prognéstico dos
pacientes que sofrem desta doenca (LEE, 2016; TAN et al., 2020). Tradicionalmente, as
opcOes terapéuticas nesses pacientes consistem em extirpacdo cirdrgica do tecido tumoral
seguida de radioterapia e altas doses de quimioterapia com o agente alquilante de DNA
temozolamida, considerado padrao-ouro para o tratamento desse tipo de cancer. No entanto, o
prognostico ainda permanece desfavoravel, e a taxa de sobrevida média, varia em torno de 6 a
14 meses ap6s o diagndstico, o que torna esses tumores, um problema de salude publica
(MENEGASSO et al., 2020; PEDRETTI et al., 2019; SKAGA et al., 2019; SOUSA et al.,
2015; TAN et al., 2020).
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4.1.2 Melanoma Maligno

O melanoma maligno é a forma mais grave de cancer de pele, sendo a causa mais
frequente de morte entre as doencas que atingem esse Orgao. A Sociedade Americana de
Céncer previu que em 2040, os casos de melanoma chegardo a quase meio milh&o (466.914
casos), um aumento de 62%. As mortes aumentardo 20%, passando de 60.712 casos ocorridos
em 2018 para 72.886 casos em 2025 (IARC, 2020).

No Brasil, de acordo com dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA), o
melanoma corresponde a cerca de 30% de todos os tumores malignos registrados no pais.
Embora represente 4,6% das neoplasias malignas da pele, € o tipo mais grave, devido a alta
possibilidade de provocar metastases para outros érgdos. Em 2018 foram registrados 6.260
novos casos da doenca, que atingiu 2.920 homens e 3.340 mulheres, sendo que o Instituto
prevé que ocorra um aumento de 8.4 mil novos casos de melanoma maligno para cada ano do
triénio 2020-2022 (INCA, 2020).

O prognostico desse tipo de cancer pode ser considerado bom se detectado em sua
fase inicial. Geralmente, os primeiros sinais ocorrem com 0 surgimento de uma alteracdo
pigmentada na pele ou modificacfes de tamanho, forma ou cor de uma pinta ou mancha pré-
existente (INCA, 2018). Um dos métodos padrdo de diagnostico e tratamento do melanoma é
representado pela resseccdo cirdrgica, devido a facil acessibilidade, principalmente em
pacientes com estagio inicial da doenca. Entretanto, no melanoma in situ, o procedimento
cirirgico ndo € suficiente, pois geralmente ha recorréncia local e metéstases, que se
desenvolvem na maioria dos pacientes ap06s periodo variavel de tempo (MOTOFEI, 2019).

Diferentes métodos tém sido testados e utilizados, com objetivo de melhorar o dificil
manejo terapéutico de pacientes com melanoma maligno. Dentre esses, encontra-se, a
quimioterapia (dacarbazina, temozolomida), eletroquimioterapia (combinando bleomicina e
cisplatina com pulsos elétricos de alta intensidade), bioquimioterapia (a combinacdo de
quimioterapia e imunoterapia), terapia fotodinamica e radioterapia (KOZOVSKA,;
GABRISOVA; KUCEROVA et al., 2016; MOTOFEI, 2019). Esses tratamentos estdo
melhorando a sobrevida e reduzindo as taxas de mortalidade, entretanto, se faz necessario o
desenvolvimento de novas opg¢des de tratamento que possibilitem a cura de pacientes com
essa doenca.

O melanoma, muitas vezes é descoberto acidentalmente pelos préprios pacientes ou
seus familiares, através de autoexame da pele. Esse, demonstra a importancia de se estar

atento a alguma mudanca que pode ocorrer na pele, e da sensibilizacdo de pessoas de maior
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risco, como as de pele clara e/ou com historia pessoal ou familiar deste cancer. Isso
possibilita que, com a identificacdo de lesdes suspeitas, o diagnostico desse cancer possa ser
realizado precocemente por um profissional de salde especializado (INCA, 2020; PURIM
et al., 2020).

A Sociedade Brasileira de Dermatologia (2019) e a American Cancer Society (2019)
defendem a regra do ABCDE, um guia para a identificacdo de sinais sugestivos do melanoma,
baseado na observacédo das caracteristicas de nevos (pintas): assimetria, bordas, cor, diametro
e evolucdo (Figura 2). A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC/OMS),
entretanto, em uma publicacdo de 2006, chamou a atencdo para as limitacGes dessa regra
quando aplicada em lesbes pequenas, pois pequenos melanomas podem ndo apresentar
caracteristicas tdo claras. Da mesma forma, nevos melanociticos benignos podem ter

caracteristicas atipicas, reduzindo a sensibilidade da regra do ABCDE.

Figura 2 - Regra do ABCDE de identificagdo do cancer de pele melanoma.
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4.1.3 Hepatocarcinoma - CHC

O hepatocarcinoma (CHC) ou carcinoma hepatocelular, € uma neoplasia epitelial
maligna primaria do figado, ocasionada por uma multiplicacdo excessiva das células hepaticas
na tentativa de reparar lesGes no 6rgdo. Devido a essa multiplicacdo excessiva, podem
ocorrer erros durante a multiplicacdo celular, levando ao surgimento do tumor. Esse é o 6°
tipo mais comum de cancer no mundo e um dos mais letais. A incidéncia global anual
estimada € de 500.000 a 1.000.000 de casos, levando a mais de 700.000 mortes por ano
(BRAY et al., 2018; SUNG et al., 2021). No Brasil, é encontrado em 4,6 casos a cada 100.000
pessoas, sendo que em 2019, o nimero de mortes atribuiveis, foi de 10.902 casos (6.317
homens e 4.584 mulheres) (INCA, 2021).

Este € o tipo mais comum de ser observado dentre as neoplasias hepaticas,
representando cerca de 85% de todos os casos no mundo (CHAGAS et al., 2020). E
extremamente agressivo, porém silencioso, sendo frequentemente diagnosticado em estagios
mais avancados, quando 0s sintomas comecam a surgir, decorrentes da perda da funcdo do
figado e também das lesbes hepéticas pré-existentes, com altas taxas de mortalidade.
Desenvolve-se tipicamente em pacientes cirroticos, porém, cerca de 20% dos casos se
manifesta em pacientes sem a doenca (GADDIKERI et al., 2014). Os picos de incidéncia
ocorrem geralmente, na segunda e na sétima décadas de vida acometendo duas vezes mais
homens do que mulheres, sendo a quinta causa mais frequente de neoplasias em homens e a
sétima em mulheres (CHAGAS et al., 2020; GAO, 2015; MORIGUCHI; UMEMURA; ITOH
et al., 2016).

As terapias para CHC dependem do estadgio da doenca. Nos estagios iniciais, a
cirurgia representa o tratamento padrdo com aumento da sobrevida em aproximadamente 5
anos em 70% dos pacientes tratados. Quando a cirurgia ou transplante de figado ndo sao
aplicaveis, terapias loco-regionais (radiofrequéncia, ablacdo térmica e ndo térmica, e
embolizacao transarterial) representam uma segunda linha de terapia, com taxas de sobrevida
que variam de 3 a 5 anos (INCA, 2021; SALHAB; CANELO et al.,, 2011; SUNG et al.,
2021). J& quando o tumor é diagnosticado em estdgio avancado, as terapias sistémicas
aprovadas sdo representadas pelo sorafenibe e regorafenibe, tratamentos de primeira e

segunda linha, respectivamente (KUDO et al., 2018).
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4.2 INFECCOES BACTERIANAS: RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A resisténcia bacteriana frente aos antimicrobianos constitui preocupagdo crescente
para a comunidade médica, uma vez que as opcdes terapéuticas, tém se tornado cada vez mais
restritas. Essa pode ocorrer devido a multiplos fatores, mas principalmente est4 associada ao
uso irrestrito e indiscriminado desses agentes (CASSINI et al., 2019; HAGHIGHATPANAH
etal., 2016; HSU, 2020; KARAM et al., 2016).

O fenbmeno da resisténcia se caracteriza pela capacidade dos microrganismos
resistirem a acdo inibitoria ou bactericida de uma ou mais classes de agentes antimicrobianos.
Dentre os principais mecanismos de resisténcia relata-se: alteracdo da permeabilidade celular
ao antimicrobiano; expulsdo do antimicrobiano por bombas de efluxo; alteracdo do sitio de
acdo do antimicrobiano e inativacdo enzimatica do agente antimicrobiano (ANVISA, 2020;
ASTOLFI et al. 2017). Este se tornou um problema de grandes proporc¢des, devido aos
elevados indices de morbimortalidade associados. Antes do século XXI, ocorria
predominantemente em ambientes hospitalares, mas com o passar dos anos, as infec¢ées por
bactérias resistentes passaram a ocorrer em diversos ambientes podendo atingir, inclusive,
individuos higidos (GOOL; FARIA, 2014; PAIM; LORENZINI, 2014).

Dessa forma, o fracasso em descobrir novas classes de antimicrobianos tem levado a
previsbes de uma catastrofe médica e um retorno a era pré-antibiética. Embora novos
farmacos estejam em desenvolvimento, ndo satisfazem adequadamente as crescentes
necessidades terapéuticas (CARVALHO; FONTES, 2014; LIU; BANAEI; REN, 2017).
Além disso, as infec¢cdes bacterianas tratadas sem sucesso ceifam pelo menos 700.000 vidas

por ano em todo 0 mundo e estdo projetadas para estar associadas a morte de 10 milhGes de
pessoas por ano até 2050, o que significa mais mortes do que as ocasionadas pelo cancer, com

um custo previsto de US$ 100 trilhdes para a economia global (STRATHDEE et al., 2020).

Durante a atual pandemia do coronavirus (COVID-19), existem ameacas potenciais
que podem impulsionar ainda mais esse fendmeno. Embora a Covid-19 seja uma doenca viral
ndo afetada por antibioticos, pacientes acabam recebendo esses medicamentos como forma
profilatica e terapéutica. O aumento no nimero de internacGes hospitalares acaba aumentando
o risco de infeccOes associadas aos cuidados de saude e a chance de transmissdo de
organismos multirresistentes, o que pode colocar as conquistas da medicina moderna em
risco, uma vez que o fendmeno é mais rapido do que o desenvolvimento de novos farmacos
(HSU, 2020; LUCIEN et al., 2021; PELFRENE et al., 2021).
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4.3 TRIAZENOS (TZCs) - COMPLEXOS DE METAIS DE TRANSICAO

O estudo dos TZCs teve seu inicio em 1859, pelo quimico industrial Johann Peter
Griess, que sintetizou o primeiro triazeno, o TZC,1,3-bis(fenil)-triazeno (GRIESS, 1858).
Desde entdo, a pesquisa e a sintese de compostos dessa natureza, vém evoluindo e ganhando
mais incentivo e destaque, principalmente a partir da aprovacdo do uso da Dacarbazina®
(DTIC) e do Temozolomide® (TMZ). Esses quimioterapicos sdo utilizados no tratamento
clinico de diferentes tumores, incluindo melanomas, linfomas, sarcomas, tumores cerebrais
primarios e metastaticos (BONMASSAR et al., 2013; CHABNER et al., 2012).

Pesquisas relataram que variagcdes na estrutura quimica destes compostos, podem
conferir diferentes propriedades aos derivados TZCs, tais como atividade antifungica,
antileucémica e antibacteriana (DOMINGUES et al., 2010; HORNER et al., 2008;
MOHAMMADI, 2014; TIZOTTI et al., 2016).

Em relacdo a acdo antibacteriana demonstrada pelos compostos TZCs, é proposto que
a mesma ocorre devido a atividade quelante a ions metalicos constituintes da parede celular
das bactérias, inibindo etapas da sintese bacteriana, que conduzem a morte celular (HORNER
et al., 2008; OMBAKA; MUGUNA; GICHUMBI et al., 2012; YEO et al., 2013). Ainda,
visando aumentar a atividade bioldgica e estabilidade dos TZC nos medicamentos hd um
crescente interesse na associacdo destes compostos com metais, especialmente o cobre, além
de interacdes intermoleculares com derivados aromaticos (KARAMI et al., 2017; MARTINS
et al., 2017; SREEDHARA; COWAN, 2001). Na figura 3 é apresentada a estrutura quimica

de um triazenos classico.

Figura 3 - Esquema representativo de um triazeno classico Re R”" = alquil ou aril.

e | Estrutura quimica
| | -
N N mmh | Triazeno (TZC)

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3.1 Complexos de Cobre (1)

Os compostos de coordenagdo apresentam um amplo campo de estudos dentro da
quimica inorganica, como por exemplo: atividade biologica, comportamento magnético,
aplicacdo em medicamentos e como catalisadores. Dentre estes compostos, destaca-se o cobre
(Cu) (SANTINI et al., 2014). Esse é um elemento importante para os sistemas bioldgicos e
pode estar presente na forma oxidada Cu(ll) ou reduzida Cu(l). Desempenha funcdes na
fisiologia das celulas, sendo um componente catalitico para muitas enzimas (citocromo
oxidase, tirosinase, superéxido dismutase, entre outras), além de apresentar funcGes na
respiracdo mitocondrial e na absorcdo do ferro no organismo (LINDER et al., 2012;
CANAKCI et al., 2018).

Devido a sua atividade bioessencial, biocompatibilidade e natureza oxidativa,
complexos de Cu(ll) tém atraido a atencdo dos pesquisadores, que visam suas aplicacdes nas
diferentes areas da medicina (GAMA et al., 2011). Assim, estudos tém demonstrado que
complexos de Cu(ll), apresentam promissoras atividades bioldgicas, incluindo propriedades
antitumorais, antibacterianas e de nuclease quimica, sugerindo que a funcionalizacdo de
compostos com este metal, podera gerar novas moléculas bioativas (GAMA et al., 2011; LI et
al., 2011; SANTINI et al., 2014).

4.3.2 Derivados de 6xido de triazeno

Os derivados de oxido de triazeno sdo uma classe importante de moléculas devido ao
carater de basicidade dos atomos coordenadores oxigénio e nitrogénio. Estas espécies tém
diferentes aplicacfes na area da quimica e biologia, possibilitando o desenvolvimento de
sensores, displays eletronicos, e de medicamentos anticancerigenos (MARTINS et al., 2017).
Os compostos discutidos neste estudo pertencem a classe dos triazenos N1-6xidos que
derivam dos triazenos classicos, pela substituigdo do atomo H no fragmento —N(H) por uma
fungdo hidroxila (OH), resultando em um sistema tautdomero de um N-Oxido/N-hidrdxido
triazeno (MORAES, 2018).

Neste estudo a estrutura base de 1,3-bis(fenil) triazeno foi alterada pela substituigcéo
de 4-para-halofenil(p-Cl, p-Br, p-1), alem da substituicdo de N(H) por N(OH) formando
moléculas de hidroxitriazenos ou de seus tautdmeros trizenos N-0xidos (MARTINS et al.,
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2017; MORAES, 2018). Na figura 4, € apresentada a estrutura genérica da molécula 3-(4-
halofenil)-1-feniltriazeno N1-6xido (X = halogénio).

Figura 4 - Estrutura genérica da molécula 3-(4-halofenil)-1-feniltriazeno N;-6xido (X = halogénio).

X
\O\f'N /@ _________________ |
N

| "N E Triazeno
H { -
O :

N-oxido

X =F,ClBr,1I

Fonte: Elaborada pela autora.

As moléculas N-Oxidos avaliadas neste estudo, sendo: M1 (3-(4-clorofenil)-1-
feniltriazeno Ni-0xido), M2 (3-(4-bromofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido), M3(3-(4-iodofenil)-
1-feniltriazeno Ni-Oxido), os complexos triazenidos N-6xidos de Cu (II), C1 ({Bis[3-(4-
chlorofenil)-1-feniltriazenido Ni-Oxido-x®N?, O*]cobre(1)}), C2 ({Bis[3-(4-bromofenil)-1-
feniltriazenido Ni-Oxido-x*N*, O*]cobre(ll)}); C3({Bis[3-(4-iodofenil)-1-feniltriazenido Na-
oxido-x®Nt, O*]cobre(I1)}) e os precursores P1(4-Clorofenil-amina), P2 (4-Bromofeni-amina)
e P3 (4-lodofenil-amina), utilizados para a sintese do respectivo triazeno Ni-Oxido, foram
cedidas para investigacdo de sua atividade bioldgica, pelo NITriCo - Nucleo de Investigacdo
de Triazenos e Complexos da UFSM, através de parceria interlaboratorial. Suas estruturas
quimicas séo apresentadas nas figuras 5, 6 e 7.

A sintese e caracterizacdo de M1, M2 e M3, ja foram elucidadas na publicacdo de
Martins e colaboradores, no periédico CrystEngComm em novembro de 2017 (MARTINS et
al., 2017). Ja os complexos triazenidos N-0xidos C1, C2 e C3, resultantes da coordenacao das
moléculas M1, M2 e M3 desprotonadas na forma dos respectivos anions ligantes, foram
caracterizadas e sintetizadas por MORAES, G. A. (2013). Os resultados desse estudo estdo
sendo organizados em forma de artigo pelo grupo NITriCo, e serdo enviados para publicacdo

em um periddico cientifico.



Figura 5 — Estrutura quimica dos compostos triazenos N-6xidos livres (M1, M2, M3).
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a) Triazeno N-o6xido livre: M1 b) Triazeno N-6xido livre: M2

3-(4-clorofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido  3-(4-bromofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido

Cl Br

c) Triazeno N-6xido livre: M3

3-(4-iodofenil)-1-feniltriazeno N1-Oxido

Fonte: Elaborda pela autora.
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Figura 6 - Estrutura quimica dos complexos triazenidos N-6xidos de Cu(ll) (C1, C2, C3).

a) Complexo triazenido N-6xido: C1 b) Complexo triazenido N-6xido: C2

({Bis[3-(4-chlorofenil)-1-feniltriazenido N1-  ({Bis[3-(4-bromofenil)-1-feniltriazenido

oxido-x2N*, O*]cobre(11)}) N1-6xido-x°N!, O*]cobre(11)})
CI\Q\ ﬂ. Br ﬂ
“/N*‘“T’@ \O\N/"w“/@
O
Cu/ \CU/G
o o
!

c) Complexo triazenido N-éxido: C3

({Bis[3-(4-iodofenil)-1-feniltriazenido N1-6xido-
x®Nt, O*]cobre(1D})

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 7 - Estrutura quimica dos precursores (P1, P2, P3).

a) Precursor: P1 b) Precursor: P2
4-clorofenil-amina 4-bromofenil-amina
Cl Br
NH, NH;

c) Precursor: P3

4-jodofenil-amina

NH,

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.4 ATIVIDADE DE NUCLEASE QUIMICA

4.4.1 Clivagem do DNA plasmidial

A clivagem do DNA (acido desoxirribonucleico) é um processo vital para os sistemas
vivos (GOWDA et al., 2014). Moléculas capazes de clivar o DNA tém grande valor nos
campos da medicina, biologia molecular e engenharia genética pela capacidade de também
atuarem como quimioterapicos (SILVA et al., 2011; GOWDA et al., 2014).

As nucleases sdo enzimas capazes de clivar, ou cortar, a ligacdo fosfodiéster das
moléculas de acidos nucleicos (SILVA et al., 2011; JEKIMOVS et al., 2014). As nucleases
quimicas mais eficientes apresentam ions de metais de transi¢cdo em seus sitios ativos, sendo o
farmaco bleomicina, um exemplo classico de nuclease artificial. Esse medicamento é utilizado
como agente antineoplasico, sendo que sua atividade citotoxica resulta de lesdo oxidativa da
timidilato desoxirribose e outros nucleosidios, ocasionando cisdo do DNA (GAMA et al.,
2011).

Existem basicamente duas formas de clivagem do DNA, uma oxidativa e outra
hidrolitica. A clivagem oxidativa pode ocorrer no carboidrato ou na base. Possui uma
aplicacdo limitada, pois frequentemente gera radicais livres, 0os quais sdo indesejaveis ao
organismo, pois apresentam um papel critico em varios processos bioldgicos, incluindo
mutagénese e carcinogénese (GAMA et al., 2011; GOWDA et al., 2014).

Esse mecanismo requer a adicdo de um agente externo como perdxido de hidrogénio
ou luz para iniciar a clivagem. Além disso, ndo gera fragmentos com finais 3’-OH e 5’-PO4
como 0s que sdo produzidos pelas nucleases naturais, dessa maneira, 0s acidos nucleicos
clivados por esses agentes oxidativos ndo podem ser religados enzimaticamente, tornando
limitada sua utilizacdo em toda a biologia molecular e biotecnologia (GOWDA et al., 2014).

A clivagem hidrolitica ocorre no grupamento fosfato, gerando fragmentos 3°-OH e 5°-
PO4, os quais podem ser religados utilizando as enzimas T4-DNA ligase e ATP DNAse
(GAMA et al., 2011; SILVA et al.,, 2011). Apresenta vantagem, pois ndo produz radicais
livres, o que leva a busca e preferéncia por moléculas que utilizem esse mecanismo de acdo
(GAMA et al., 2011; GOWDA et al., 2014).

Para a elucidacdo do mecanismo de clivagem de compostos aptos a clivar o DNA,
podem ser realizadas reacfes na presenca de sequestradores de radicais livres como glicerol,
dimetilsulfoxido (DMSO) e tiouréia. Essas moléculas sdo capazes de sequestrar radicais

hidroxil (OH") da solugdo e desse modo, pode-se definir se 0 mecanismo de clivagem é
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oxidativo ou hidrolitico. Se a presenca desses sequestradores inibir a clivagem, significa que
as espécies reativas sdo essenciais para que a clivagem ocorra, sugerindo que o mecanismo é
oxidativo e depende de radicais livres. Caso essa clivagem ndo seja inibida, o provéavel
mecanismo é hidrolitico (GAMA et al., 2011; GOWDA et al., 2014; SILVA et al., 2011).

A clivagem do DNA plasmidial, nos mostra que o superenovelamento (forma I) da
molécula de DNA tensionada pode sofrer um corte em uma das fitas, desenrolando a super-
hélice e consequentemente, passando a forma circular aberta (forma Il). Um segundo corte,
agora na fita oposta, leva a abertura do DNA circular obtendo a forma linear do plasmidio
(forma Il1). Estas trés conformagdes de DNA plasmidial apresentam mobilidade diferente
devido ao grau de compactacdo das moléculas, tornando possivel a completa separacdo das
fitas e quantificacdo das formas (OLIVEIRA, 2006). A figura 8 representa um modelo de
eletroforese em gel de agarose, na qual sdo mostrandas as diferentes formas de DNA

plasmidial.
Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose mostrando a clivagem do DNA pela transformacéo

da forma superenovelada (forma 1) nas formas circular aberta (forma Il) e linear
(forma I11).

a)

Forma | Forma Il Forma Il

DNA Padrao DNA Clivado

Forma ||| s Sentido da

Forma || =i | c——— g
et
Migragao

Forma | mp- | mpum® ___!+

Fonte: Adaptado de Paraginski et al., 2014.
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4.5 REDIRECIONAMENTOS DE MEDICAMENTOS

Os termos “drug repositioning” ¢ “drug repurposing” foram descritos pela primeira
vez por Ashburn e Thor em 2004. De acordo com esses pesquisadores, este € 0 processo de
busca de novos usos para drogas ja aprovadas clinicamente no tratamento de outras doencas
(ASHBURN; THOR, 2004). Essa pratica despertou a atencdo e o interesse por parte da
comunidade cientifica, sendo considerado um método atraente por apresentar vantagens em
relacdo a busca tradicional de substancias ativas, uma vez que reduz os riscos no processo de
desenvolvimento devido a disponibilidade de dados farmacol6gicos e de seguranca ja
conhecidos (BROWN; PATEL, 2017; L1 et al., 2016; MEHNDIRATTA et al., 2016).

Enquanto a descoberta tradicional de medicamentos, desde a identificacdo do alvo
até seu desenvolvimento e aprovacdo leva em torno de 10 a 17 anos, a aprovacao de um
medicamento ja existente pode levar de 3 a 12 anos, o que fornece opgdes de tratamentos mais
rapidas aos pacientes (BRAUN et al.,, 2010). Além disso, o custo para relancar o
reposicionamento de um medicamento é razoavel, e gira em torno de 40 a 80 milhdes de
ddlares, enquanto que o lancamento de uma nova droga pode chegar a soma de 2 bilhdes de
délares (PAPAPETROPOULOQOS; SZABO, 2018).

Outro fator importante relacionado ao redirecionamento é a possibilidade da
ocorréncia de combinacBes sinérgicas entre medicamentos, uma vez que as interaces
sinérgicas podem melhorar a eficicia da droga, diminuir a toxicidade e fornecer um espectro
de atividade mais amplo do que a dos regimes monoterapéuticos (ZHENG; SUN;
SIMEONOQOV, 2017). Braun e colaboradores (2010) relatam que as taxas de sucesso
apresentadas por farmacos reposicionados chegam a ser até 30% mais altas quando
comparadas com a de novos medicamentos langados no mercado, o que levou a Food and
Drug Administration (FDA) a aprovar essa pratica (BRAUN et al., 2010).

Entretanto, embora as pesquisas cientificas tenham progredido rapidamente no
campo do redirecionamento de medicamentos, sua implementacdo ainda enfrenta obstaculos.
Além dos obstaculos financeiros, estdo 0s problemas regulatérios, os quais devem ser
abordados para sua otimizacao, sendo necessaria a criagao de incentivos que possam estimular
o0 envolvimento da industria farmacéutica, favorecendo as opc¢des para seu desenvolvimento
comercial (VERBAANDERD et al., 2017).

Com a pandemia de Covid-19, ainda ndo foram estabelecidos tratamentos baseados

em evidéncias cientificas sélidas. Entretanto, cientistas do mundo todo, tem se mobilizado na
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busca por novos tratamentos e o reposicionamento terapéutico de farmacos surgiu
naturalmente como uma op¢do rapida e viavel no atual cenério global (ZOST et al., 2020).
Diferentes estudos tém relatado atividade antineoplasica e antimicrobiana de um
grande numero de compostos utilizados no tratamento de condi¢bes patologicas nao
infecciosas (AYAZ et al., 2015; SAMANTA et al., 2012; CHAN et al., 2017 ; FOLETTO et
al., 2019; ROSSATO et al., 2016; ROSA et al., 2019; SERAFIN et al., 2018). Destacamos

0s psicotropicos como a sertralina e os anti-hipertensivos como a metildopa.

4.5.1 Sertralina

A sertralina € um inibidor da recaptacdo da serotonina (IRS), amplamente utilizada
no tratamento da depressdo e dos transtornos de ansiedade excessivos. Além disso, esse
medicamento é geralmente o farmaco de escolha para tratar pacientes com cancer metastatico,
que geralmente desenvolvem quadros de ansiedade e depressdo, devido a sua seguranga e
eficacia (KAST; HALATSC et al., 2012; TORTA et al., 2008).

Diferentes estudos relatam que a sertralina é capaz de induzir a citotoxicidade em
linhagens celulares de cancer de préstata (HUANG et al., 2011) e cancer de boca (CHIEN et
al., 2011). A mesma também inibiu a proliferacdo de uma linhagem de células do glioma
(U87) em concentracGes mais baixas que as apresentadas no estudo, pelo medicamento padréo
temozolomide® (TZADOK et al.,, 2010). Além disso, Xia e colaboradores (2017)
investigaram seus efeitos na leucemia mieldde aguda (LMA), relatando que esta induziu
apoptose e autofagia ndo apenas nas linhagens celulares, mas também nas células primarias de
pacientes portadores da doenca avaliados no estudo. Esses resultados forneceram novas
perspectivas para explorar estratégias alternativas para a terapia das leucemias.

A sertralina faz parte do protocolo para tratamento do glioblastoma recorrente desde
2013, juntamente com o temozolomida e outros seis farmacos (KAST; HALATSC et al.,
2012). Embora a atividade antitumoral das drogas psicotropicas tenha atraido atencdo, nao
estd completamente esclarecido como exercem suas funcdes. Estudos relatam que a sertralina
pode se ligar diretamente na proteina tumoral controlada por translagdo (TCTP), envolvida na
regulacdo de processos celulares fundamentais e superexpressa em diferentes tipos de
tumores, sendo capaz de interromper sua interacdo com proteinas parceiras, diminuindo a
concentracdo intracelular levando a uma redugdo do tumor (ACUNZO et al., 2014,
TELERMAN; AMSON, 2009).
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O mecanismo de acdo antimicrobiano da sertralina também ndo estd totalmente
elucidado, entretanto, pesquisas relatam que compostos que possuem anéis de benzeno na
estrutura, como esse medicamento, podem apresentar atividade antimicrobiana (SAMANTA
et al., 2012). Munoz-Bellido, Munoz-Criado e Garcia-Rodriguez (2000), sugerem que a acdo
antibacteriana da sertralina pode ocorrer através da inibicdo das bombas de efluxo, uma vez
que € consenso que este medicamento atua com este mecanismo em células humanas
(MUNOZ-BELLIDO; MUNOZ-CRIADO; GARCIA-RODRIGUEZ, 2000). Ja para Hadera e
colaboradores (2018), tal atividade ocorre, devido a inibicdo da formacdo da parede celular
e/ou pela inibicdo da divisdo celular dos microrganismos. Na figura 9 € apresentada a

estrutura quimica do medicamento sertralina.

Figura 9 - Estrutura quimica do medicamento sertralina.

____________

Fonte: Adaptado de Macedo et al., 2017.
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4.5.2 Metildopa

A metildopa (a-metil-3,4-di-hidroxifenilalanina) é um farmaco anti-hipertensivo,
amplamente utilizada no controle da hipertensdo arterial moderada a grave. Atua como um
agonista dos receptores a2-adrenérgicos pre-sinapticos, inibindo a liberacdo de norepinefrina.
Como resultado, ocorre menor ativacdo do sistema nervoso autbnomo simpético, diminuicéo
da resisténcia vascular periférica e, consequentemente, reducdo da pressdo arterial (BUENO;
PEREIRA, 2015; HARDMAN; WEINBERG et al., 2012).

Estudo relata que a metildopa apresentou notavel atividade antibacteriana em ensaio
contra 405 cepas de bactérias Gram positivas e Gram negativas, incluindo um variado nimero
de géneros, com valores de concentragdo inibitoria minima (MIC) variando de 10-200ug/ mL.
Além disso, 0 medicamento apresentou atividade antimicobateriana contra micobactérias de
diversas espécies (DASTIDAR et al., 1986). Na figura 10 é apresentado a estrutura quimica
do medicamento metildopa.

Figura 10 - Estrutura quimica do medicamento metildopa

HO

_____________

HO

Fonte: Adaptado de Bueno e Pereira, 2015.
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5 PUBLICACOES CIENTIFICAS

5.1 ARTIGO CIENTIFICO

O artigo intitulado, “Antimicrobial and antineoplastic properties of sertralina” foi
aceito no periodico “American Journal of Therapeutics” em maio de 2019. Este periddico é

classificado de acordo com o qualis Capes biénio 2013-2016 como B2 para area da farmécia.
O mesmo foi publicado na edi¢do Nov/Dez de 2020:
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Antimicrobial and antineoplastic properties of sertraline

Dear editor,

In recent decades, there has been a considerable increase in neoplastic, infectious,
fungal and parasitic diseases. This phenomenon, coupled with the scarcity of new therapeutic
agents and the rapid onset of resistance to available medicines, has become a clear public
health problem worldwide*.

Given this reality, an alternative approach to the treatment of these diseases can arise
from the repositioning and / or redirection of drugs, that is, investigate new uses for drugs that
have already been clinically approved in the treatment of other diseases®’. This practice has
proven to be a good alternative, since repositioned medicines have the advantage of reducing
costs and time to market when compared to the development of a traditional product. This
fact, due to the availability of pharmacokinetic, toxicological and safety data to the patient,
allows a reduction in the failures associated with clinical development®1°,

Another important factor in redirection is the possibility of the occurrence of
synergistic combination between different drugs. This practice has been encouraged,
especially in the treatment of multiple drug resistant bacteria (MDR), since synergistic
interactions can improve drug efficacy, decrease toxicity, cost and duration of patient
treatment, as well as provide spectrum of activity more extensive than that of
monotherapeutic regimens*t12,

Different global studies have reported antineoplastic, antibacterial, antifungal and
parasitic activity of a large number of compounds used in the treatment of non-infectious
pathological conditions, including psychotropic, cardiovascular, local anesthetics,
tranquillizers, antihistamines and anti-inflammatories'®'°. Among psychotropic agents,

sertraline, a selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI) widely used in the treatment of
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depression, has been highlighted due to its significant activities against different types of
cancers, bacterial, fungal and parasitic genera 3203,

In relation to antitumor activity, researchers have demonstrated that sertraline can
inhibit cell proliferation and induce apoptosis in several solid tumors, such as liver cancer,
colorectal cancer, lymphoma, as well as in hematological malignancies such as acute myeloid
leukemia 23132 Although the antitumor activity of psychotropic drugs has attracted attention,
it is not entirely clear how these compounds perform their functions. Studies have reported
that sertraline can bind directly to the tumor-controlled translational protein (TCTP), involved
in the regulation of fundamental cellular processes being over expressed in different types of
tumors, and interrupt its interaction with partner proteins, decreasing intracellular
concentration and, consequently, reducing the tumor 3334,

The mechanism of antimicrobial action of sertraline is also not fully elucidated,
however, studies report that compounds that have benzene rings in the structure, such as
sertraline, may present antimicrobial activity'®, Munoz-Bellido, Munoz-Criado and Garcia-
Rodriguez® suggest that the antibacterial action of sertraline can occur through the inhibition
of efflux pumps, since it is a consensus that this drug works with this mechanism in human
cells. The antifungal activity probably results from an interaction of sertraline with the fungal

26 and/or by the activity of extracellular phospholipase that

membrane transport system
reduces the virulence of the fungus 367,

In Table 1, we present a selection of studies performed with the selective serotonin
reuptake inhibitor (SSRIs) sertraline, as potential suggestions for repositioning for the
treatment of neoplastic, microbial and parasitic diseases.

In view of the selection of the studies presented, we suggest that the redirection of

sertraline is a promising therapeutic alternative for the treatment of neoplastic, microbial and
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parasitic diseases. However, additional studies on the mechanisms of action involved in these

activities are necessary to make their use safe in the treatment of these diseases.
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Antimicrobial and antineoplastic properties of sertralina

Table 1 - Selection of studies already reported with the antidepressant drug sertraline, as
potential therapeutic options in the treatment of neoplastic, antibacterial, antifungal and

parasitic diseases.

New indication Strains tested Type of study References
Antineoplasic
Human melanoma line A375%  In vitro?*#-2>31.32 Reddy et al., 2008%°
U87 human glioblastoma Tzadok et al., 20102
cells? Xia et al., 2017%
Myeloid leukemia cells® Chen et al., 20143
Cells Lymphoma?®® Gil-Ad et al., 2008%

Cell HepG2 from human
hepatocarcinoma®
human colon carcinoma lines
HT29 and LS1034%

Antibacterial

Bacillus subtilis® In vitrot314233° Amalesh et al., 201213
Bacteroides fragilis® In vivo® Ayaz et al., 2015
Brucella spp.*® Standard strains®34 Lietal, 2017%
Campylobacter jejuni Clinical Isolates?*% Munoz-Bellido,
Citrobacter freundii® Munoz-Criado e
Clostridium difficile®” Garcia-Rodriguez, 2000%

Clostridium perfringens®
Corynebacterium
urealyticum®®
Enterobacter cloacae®®*
Enterococcus faecalist®*®
Escherichia colit®1423
Haemophilus influenzae®
Klebsiella pneumoniae®®
Micrococcus luteus®®
Moraxella catarrhalis®
Morganella morganii®
Prevotella spp.®

Proteus mirabilis®
Proteus vulgaris®
Providencia spp.=
Pseudomonas aeruginosat®4
Salmonella spp.3*
Shigella spp.t®
Staphylococcus aureus®®!4
Staphylococcus
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epidermidis®®
Streptococcus agalactiae®
Streptococcus pneumoniae®
Streptococcus pyogenes®
Vibrio cholerae®®

Vibrio parahaemolyticus®

Antifungal
Aspergillus niger' In vitrot314 222427 Amalesh et al., 20128
Aspergillus fumigatus®* In vivot®?7 Ayaz et al., 2015
Aspergillus flavus** Clinical Isolates®’ Rossato et al., 2016%
Candida albicans®%* Oliveira et al., 2018*
Candida tropicalis*® Rangel et al., 2015%
Candida parapsilosis®* Cong et al., 2016%"

Candida glabrata®

Candida krusei®*

Citrobacter freundii®

Cryptococcus spp.*’

Cryptococcus neoformans var.

grubii??

Trichosporon asahii®’
Antiparasitic

Ancylostoma caninum?® In vitrg?6:2829:30 Palit et al., 2008%
Caenorhabditis elegans® In vivo?® Weeks et al., 20182
Leishmania donovani?®* In silico® Ferreira et al., 2018%°
Trypanosoma brucei Kaiser et al., 2015%

rhodesiense®
Trypanosoma cruzi®®*°
Trichuris muris®®
Schistosoma mansoni?®
Plasmodium falciparum®

* New classification of Clostridium difficile: Clostridioides difficile3®
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5.2 MANUSCRITO 1

O manuscrito 1 intitulado “In vitro evaluation of the antibacterial activity of
sertraline  and  methyldopa and their  synergistic  effects  with
sulfamethoxazole/trimethoprim as an alternative in drug repositioning”, foi
redigido de acordo com as normas do periddico “Current Microbiology” e encontra-se
em processo de revisdo junto ao mesmo.

Este periddico é classificado de acordo com o qualis Capes quadriénio 2013-

2016 como B2 para area da farmécia.
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Abstract

Drug redirection is a promising alternative for the treatment of bacterial infections.
Thus, we evaluated the in vitro antibacterial activity of the antidepressant sertraline
(SER) and antihypertensive, methyldopa (MET) and the effects of their associations
with sulfamethoxazole/trimethoprim (SUT). Their synergistic activities, tolerance levels
and cleavage mechanism of plasmid DNA were also evaluated. The minimum
inhibitory concentration (MIC) was determined by the broth microdilution method, at
concentrations of 0.5-512 pg.mL*. The level of tolerance when associated with the SUT
was defined by statistical analysis. The cleavage study was performed by agarose gel
electrophoresis. The tests were performed against seven standard strains of the
American Type Culture Collection (ATCC) and ten multidrug-resistant clinical isolates
(MDR). Sertraline showed greater antibacterial activity than methyldopa. Furthermore,
it was bactericidal against most of the strains analyzed, where we highlight this effect
against Enterococcus faecalis - 3 (32ug.mL™Y). In the individual association of these
drugs with SUT, there were 9 synergistic events with FICI <0.5. The association of
sertraline with methyldopa also resulted in synergism. In the cleavage assay,
methyldopa cleaved the plasmid DNA pUC18 under specific conditions of pH,
temperature and determined reaction times, not being inhibited by the presence of free
radical scavengers, a characteristic that allows us to assess a probable hydrolytic
mechanism. The results obtained in this study allow us to suggest sertraline, as a
potential antibiotic in the repositioning of drugs. However, additional studies to evaluate
the mechanism of action involved in this activity, as well as cytotoxicity are necessary
to make its use safe.

Keywords: Drug repositioning. Bacterial Infections. Drug Synergism. Therapy.
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INTRODUCTION

Bacterial resistance to antibiotics is increasing dramatically worldwide [1]. This
phenomenon occurs naturally, resulting from the adaptation of the bacterial cell to
exposure to antibiotics, but which has undergone an accelerated expansion due to the
inappropriate use of these drugs [2, 3].

This fact is considered a global threat to public health, and there is the urge for
the development of measures and actions to fight infections since we are now
approaching a post-antibiotic era [4]. An alternative approach to this reality occurs with
the repositioning and/or redirection of drugs, that is, the investigation of new uses to
drugs that have been previously clinically approved for the treatment of other diseases
[5, 6, 7].

Drug repositioning has proved a relevant alternative since repositioned drugs
have the advantage of reducing costs and time of introduction in the market when
compared to traditional products. This is due to the availability of pharmacokinetic,
toxicological and safety data that allow to reduce inadequacies associated to clinical
development [8, 9, 10, 11].

Different studies worldwide have reported the antimicrobial activity of a great
number of compounds used to treat non-infectious pathological conditions, including
psychotropics, local anaesthetics, tranquilizers, cardiovascular, anti-histaminic and anti-
inflammatory compounds, the latter classified as non-antibiotics [12, 13, 14, 15, 16, 17].

Another important factor in drug repositioning is the possibility of synergistic
combinations between different drugs. This practice has been stimulated, especially in
the treatment against multidrug resistant (MDR) bacteria, since synergistic interactions
can improve drug efficacy and decrease toxicity, leading to the decrease of costs and
length of treatment, in addition to providing a wider activity spectrum than
monotherapeutic regimens [18, 19].

The present study evaluated the antibacterial activity of the two non-antibiotics
sertraline and methyldopa, which are widely used in clinical practice to treat depression
and hypertension, respectively, and the effects of their associations with
sulfamethoxazole/trimethoprim (SUT). Antibacterial activity was determined by the
minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC)

and fractional inhibitory concentration index (FICI). The level of tolerance and
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significance were estimated through statistical analysis. In addition, the potential for

cleavage of plasmid DNA pUC18 of both drugs was evaluated in vitro.

MATERIAL AND METHODS

Selection of bacterial strains

The evaluation of antibacterial activity in vitro was performed against seventeen
bacterial strains: seven reference standards from the American Type Culture Collection
(ATCC) and ten multiresistant clinical isolates (MDR) representing ESKAPE, an
acronym used to demarcate a group of pathogens composed by Enterococcus faecium,
Staphylococcus  aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter  baumannii,
Pseudomonas aeruginosa and Enterobacter spp., which have gained prominence for
being frequently involved in hospital and community infections and for their high
capacity to develop resistance to commercially available antimicrobials [20]. All strains
were stored in TSB broth (Tryptic Soy Broth) containing 15% glycerol at - 20 °C.

The Gram-positive ATCC strains used were Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Micrococcus luteus ATCC 7468; and the Gram-negative strains were Escherichia coli
ATCC 35218, Escherichia coli ATCC 25922, and Klebsiella pneumoniae ATCC
700603.

Among the ESKAPE isolates, A. baumannii (1-2), E. faecalis (3), E. faecium (4-
5), E. coli (6), K. pneumoniae (7-8) were selected for the study and S. aureus (9-10).
These were obtained from patients admitted to a university hospital from January to
December 2019, which were identified through manual and automated phenotypic tests
performed by the Vitek® 2 device (BioMérieux, Marcyl'Etoile, France) in the
microbiology laboratory of that hospital. Their sensitivity and resistance profiles can be
seen in Table 1.

The use of isolates for clinical research was approved by the Research and
Ethics Committee under CAAE 38850614.4.0000.5346. Registration in the Brazilian
National System of Management of Genetic Heritageand Associated Traditional
Knowledge — referredto as “SisGen” was registered under number AE78E18 - Federal

University of Santa Maria.
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Drug Used

The drugs used in this study as candidates for redirection were sertraline (SER)
(Tokio Chemical Industry Co. Ltd®, Japan), and methyldopa (MET) (Aché
Laboratdrios Farmacéuticos S.A, Sdo Paulo, SP, Brazil). The interaction of these drugs
with the antibiotic sulfamethoxazole/trimethoprim (SUT) (Produtos Roche Quimicos e
Farmacéuticos SA, Rio de Janeiro, RJ, Brazil) was also evaluated, whose molecular
structures are shown in Fig. 1, being tested against the bacterial strains described above.
To obtain the stock solution of sertraline and methyldopa they were dissolved in
absolute methanol (Sigma-Aldrich Brasil Ltda). SUT was diluted in absolute ethanol
(Labimpex Inddstria e Comércio de Produtos para Laboratorio Ltda., Diadema, SP,
Brazil) as recommended by the manufacturers. The concentrations tested for the drugs

were 0.5-512 pg.mL™2.

Fig. 1 Molecular structure of the drugs sertraline a, methyldopa b and sulfamethoxazole

/ trimethoprim ¢

Source: Prepared by the author, 2020.
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Determination of minimum inhibitory concentration (MIC)

MIC was performed using the broth microdilution method, based on the M100-
S26 document from the Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI, 2014 [21].
The bacterial inoculum was prepared in sterile saline, showing the concentration of
bacterial suspension according to the 0,5McFarland scales, that is, 1,5 x 108 colony
forming units /ml (CFU/mI). The drugs (0,5 to 512 pgmL™) and bacterial inoculum (1 x
10 CFU/well) were incubated in 96-well microplates containing Mueller Hinton broth
at 35 + 2 °C for 24/48 hours. After incubation, the MIC was manually determined by
visual reading as the lowest concentration at which there was no growth of

microorganisms. All tests were performed in triplicate.

Determination of fractional inhibitory concentration index (FICI)

In order to standardize the interpretation of the interaction, that is, of the
synergism between the drugs and sulfamethoxazole/trimethoprim, the sum of the
fractional inhibitory concentration indexes (FICI) was calculated, whose interpretation
was classified as "synergistic" (FIC < 0,5), "no interaction" (FIC> 0,5 and < 4,0) and

"antagonistic" (FIC> 4,0) [22,23].

FICI of agent A = CIM of agent A in combination / CIM of agent A alone
FICI of agent B = CIM of agent B in combination / CIM of agent B alone

XFICI= FICI of agent A + FICI of agent B

Determination of minimum bactericidal concentration (MBC)

MBC analysis was performed according to the method described in document
M26-A of the National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS 1999)
[24]. Briefly, after the visual reading of the MIC, approximately 10uL of the content of
the wells where there was no visible bacterial growth and also of the last well used as a
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positive control were removed with the help of a calibrated platinum loop. This volume
was then sown in Petri dishes containing Muller-Hinton agar, which were incubated in a
bacteriological oven at 35 + 2 ° C for a period of 24/48 hours. After incubation, MBC
was determined to be the lowest required concentration that was able to Kill

microorganisms.
Tolerance level
Tolerance levels of standard strains and clinical isolates against selected drugs were

determined according to the standard method described by Das et al. (2016) [25],which
relies on the use of the formula described below:

Tolerance = MBC/MIC.

Statistical analysis

Data were analyzed by two-way ANOVA followed by Tukey's test using
GraphPad Prism 5 software (GraphPad, San Diego, CA). Differences with p < 0.05

were considered significant.

DNA cleavage study

The plasmid DNA cleavage assays of the drugs were carried out in order to
investigate their chemical nuclease activity. For the extraction of plasmid DNA pUC18
previously inserted into bacterial cells of Escherichia coli strain DH5 alpha, standard
procedures were followed, using the alkaline lysis technique (“large-scale preparation of
plasmid DNA”), described in the Ausubel protocol book et al. 2003 [26].

DNA cleavage was evaluated by converting the supercoiled pUC18 plasmid
DNA (Form 1) into circular (Form II) and open linear (Form I111) DNA forms. This test
was carried out in a final volume of 20 pL where 2 pg of plasmid DNA and different
concentrations of the tested drugs (3.75, 1.875 and 0.375 mM) were present at pH 7.4
and pH 8.0 (200 mMtamp Tris-HCI ) incubated at 37 °© C and 50 ° C for 24 h. All
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analyzes were performed in duplicate. After the incubation period, loading buffer (4uL)
was added, and electrophoresis was performed on an agarose gel (0.8%) with a voltage
application of 50-70 V for a period of 2-3 hours, using TBE running buffer (Tris, Borato
EDTA). The resulting gels were digitized using a photo-documentation system [26].

The compounds able to cleave double-stranded plasmid DNA were
subsequently subjected to tests with free radical scavengers (0.4M thiourea, 10% and
1% glycerol solution and 0.4M dimethyl sulfoxide), to elucidate the probable cleavage
mechanism. If the presence of these hijackers inhibited cleavage, probably reactive
oxygen species are essential for this to occur, suggesting that the mechanism involved is
oxidative and depends on free radicals. If there was no cleavage inhibition, a probable
hydrolytic mechanism could be proposed [26].

RESULTS AND DISCUSSION

The antimicrobial effect of sertraline and methyldopa drugs is already well
established in the literature [13, 14, 27, 28, 29]. Sertraline is widely used to treat
depression and anxiety disorders. Several studies have already demonstrated the broad
biological activity against different bacterial specimens, yeasts and fungi [13, 14, 27,
28].

The antihypertensive drug methyldopa showed notable antibacterial activity in
an assay against 405 strains of Gram-positive and Gram-negative bacteria, against
different genera, with MICs ranging from 10-200ug/mL. In addition, it showed notable
antitubercular activity against mycobacteria of different species [30].

In our study, the MIC and FICI values obtained for both drugs are described in
Table 2. Our results show that sertraline was particularly more active than methyldopa
when its individual activity was tested against the standard Gram-positive and Gram-
negative results analyzed, being more expressive against E. faecalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 35218 and M. luteus ATCC 7468, all with MICs = 16 pug.mL™.
This activity was also observed in the MDR clinical isolates, of which we highlight A
baumannii -1 (MIC = 16 pg.mL™), E. faecium - 4 (MIC = 32 pg.mL™Y), E. faecium - 5
(MIC = 32 pg.mL™Y) and K. pneumoniae - 8 (MIC = 32 pug.mL™).

In the study by Munoz-Bellido, Munoz-Created and Garcia-Rodriguez [28], the
antibacterial activity of sertraline in different clinical isolates from patients treated at a

University Hospital in Salamanca, Spain, was evaluated. The MIC 90 values obtained
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by the researchers against K. pneumoniae (MIC = 128 pug.mL™) and A. baumannii (MIC
= 64 ugmL1), higher than ours.

When investigating the synergistic effect of sertraline and methyldopa with
SUT, it was possible to observe the occurrence of nine synergism events with FICI
<0.5. The association of sertraline with SUT was synergistic in the standard ATCC
strains of S. aureus ATCC 25923 (MIC = 8 pg.mL*; FIC = 0.31) and S. aureus ATCC
29213 (MIC = 16 pg.mL*; FIC = 0, 31), and in the clinical isolates of E. faecalis -3
(MIC = 16 pg.mL™?; FIC = 0.5), E. faecium - 5 (MIC = 8 pug.mL%; FIC = 0.5) and S.
aureus - 9 (MIC = 16 ug.mL™%; FIC = 0.31).

However, when methyldopa was associated with SUT, synergism occurred in
the standard strains of E. faecalis ATCC 29212 (MIC = 16 pg.mL™; FIC = 0.09), M.
luteus ATCC 7468 (MIC = 32 ug.mL*; FIC = 0.18) and S. aureus ATCC 25923 (MIC
=16 pg.mL*; FIC = 0.18). In clinical isolates, this association was synergistic only in
A. baumannii - 2 (MIC = 16 pg.mL%; FIC = 0.15).

The association of sertraline with methyldopa also occurred in a synergistic
event in two of the strains analyzed, one of which is a standard ATCC strain of S.
aureus ATCC 29213 (MIC = 16 pg.mL™; FIC = 0.5) and another in the isolated MDR
of S. aureus - 10 (MIC = 16 pg.mL™; FIC = 0.31).

The mechanism of antibacterial action of sertraline and methyldopa is not yet
fully understood. Studies report that compounds that have benzene rings in the structure,
such as sertraline and methyldopa, may have antimicrobial activity [31]. In addition,
Munoz-Bellido, Munoz-Criado and Garcia-Rodriguez [28] suggest that the antibacterial
action of sertraline can occur through the inhibition of efflux pumps, since it is a
consensus that this drug acts with this mechanism on bacterial cells. Our understanding
of the greatest antibacterial action of sertraline was due to the fact that it has a
synergism between these two mechanisms.

In the study, the MBC of the drugs was also investigated, the results of which
are described in Table 3. Through the analysis of these results, it was possible to verify
that sertraline alone was bactericidal against most of the tested strains, of which we
highlight this activity against the isolate E. faecalis - 3 (32 pg.mL™?), as long as ew
antibiotics present it. Already in methyldopa, this activity was little observed. However,
when these drugs were combined, it was possible to observe an intensification of

sertraline bactericidal activity, especially in the ATCC strains of K. pneumoniae ATCC
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700603 (MBC = 64 pg.mL™) and S. aureus ATCC 29213 (MBC = 32 ug.mL™), and in
the isolate S. aureus - 9 (MBC = 32 pug.mL™%).

The tolerance level of the analyzed drugs is described in Table 4. The MBC/
MIC ratio can be interpreted as bacteriostatic, if > 16, and bactericidal, if < 4 [25].
Sertraline was bactericidal against most standard strains and against all clinical isolates
tested, in line with the results of Serafin et al. 2018 [32].

With statistical analysis, we can conclude that sertraline and methyldopa were
able to interfere in the action of S. aureus ATCC 25923 and S. aureus ATCC 29213 as
shown in Fig. 2 (A, B). In addition, MIC values decreased considerably in these strains

when the drugs were combined with the antibacterial sulfamethoxazole/trimethoprim.

Figure2: (A,B)

A: Staphylococcus aurens ATCC 25923 B: Staphylococcus asrenus ATCC 29213

MQugni’)

Fig. 2 - Comparison of sertraline and methyldopa in association with
sulfamethoxazole/trimethoprim (SUT) against ATCC strains of: A: S. aureus ATCC 25923 and
B: S. aureus ATCC 29213. SUT: sulfamethoxazole/trimethoprim, SER: sertraline, MET:
methyldopa, SER+SUT: combination of sertraline and sulfamethoxazole/trimethoprim,
MET+SUT: combination of methyldopa and sulfamethoxazole/trimethoprim. One-way
ANOVA followed by the Tukey test: (*) p < 0.05, (**) p < 0.01; (***) p < 0.001. Source:
Prepared by the author, 2020.
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The combination of sertraline with SUT was significant in isolates of E.
faecalis - 3, E. faecium - 5 and S. aureus - 9, as shown in Fig. 3 (A, B, C). In turn, in the
combination of SUT with methyldopa, a significant interaction was observed in the
ATCC strain of M. luteus ATCC 7468 and in the isolate of A. baumannii - 2, which can
be seen in Fig. 3 (D, E).

Figure3: (A,B,C)
A Enterococcus faecalis - 3 .
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Fig. 3 - (A, B, C): Association of sertraline with sulfamethoxazole/trimethoprim in clinical
isolates (MDR) from: A: E. faecalis - 3; B: E. faecium - 5 and C: S. aureus - 9. Fig. 3 - (D, E):
Association of methyldopa with sulfamethoxazole/trimethoprim in the ATCC strain of M. luteus
ATCC 7468 and in the isolate of A. baumannii - 2 SUT: sulfamethoxazole/trimethoprim, SER:
sertraline, MET: methyldopa. SER + SUT: combination of sertraline and
sulfamethoxazole/trimethoprim, MET + SUT: combination of methyldopa and
sulfamethoxazole/trimethoprim. Asterisks denote a level of significance compared to the

untreated control. One-way ANOVA followed by the Tukey test: (*) p < 0.05, (**) p <
0.01; (***) p < 0.001. Source: Prepared by the author, 2020.
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In addition, it was observed that the combination of sertraline and SUT increased
the effectiveness of this drug in several standard strains and clinical isolates analyzed.
These results lead us to assume that the combination of sertraline with SUT is an
advantageous combination for the treatment of some bacterial strains. Drug
combinations are used as a way to combat the resistance of multidrug-resistant
microorganisms, as they increase the spectrum of activity of antimicrobials, decrease
the effective dose, triggering the synergistic effects, the occurrence of which was
observed in our research [25, 33, 34].

Methyldopa was able to cleave plasmid DNA, which was evidenced by a
decrease in the supercoiled form and an increase in the open circular form, as shown in
Fig. 4 at 37 ° C, pH 7.4 and pH 8.0; at 3.75 mM concentrations; 1.875 mM; 0.375 mM,
as well as at 50 ° C, pH 7.4 and pH 8.0; at 3.75 mM concentrations; 1.875 mM. Free
radical scavengers used in this study did not inhibit cleavage, which allowed us to
assess the likely mechanism of hydrolytic action involved, similar to that promoted by

natural nucleases.
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Fig. 4 - Cleavage DNA activity of methyldopa under different conditions: pH 7.4 and 8.0;
temperature 37 ° C and 50 ° C per 24h. a) plasmid pUC18. In all: lane 1, only DNA + buffer;
lane 2, DNA + buffer + stock solution (3,75 mM); lane 3, DNA + buffer + stock solution 1:2
(1,875 mM); lane 4, DNA + buffer + stock solution 1:10 (0,375 mM).

Source: Prepared by the author, 2020

As far as weknow, this is the first report of an antihypertensive drug that has the
ability to cleave double-stranded plasmid DNA. Drugs that cleave DNA, such as
bleomycin, are already being used in anticancer therapy [25, 35]. Our expectation is that
methyldopa will also show antitumor activity, and our research group will, in the near
future, carry out tests against various cancer cell lines in the investigation of cytotoxic

activity.
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CONCLUSION

Sertraline showed greater antibacterial activity than methyldopa against the
standard reference strains and clinical isolates tested. When these drugs were combined
with sulfamethoxazole/trimethoprim, synergistic effects occurred. These results allow
us to suggest sertraline as a candidate for the redirection of drugs as a promising
therapeutic alternative in the treatment of bacterial infections. Methyldopa was able to
cleave plasmid DNA under defined conditions of pH, temperature and determined
reaction times, with a probable hydrolytic mechanism, similar to that promoted by
natural nucleases. However, additional studies to evaluate the mechanism of action
involved in these activities, as well as cytotoxicity tests, are necessary to make their use

safe.
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Table 1 - Characteristics of the clinical isolates used in this study.

Clinical isolates MDR Clinical Origin Resistant Antibiotics Antibiotic Sensitiv
Acinetobacter baumannii - 1 Blood AMP/SUL, PIP/ITAZ, CEF/AX, CEFO, CEFET, CEFTR, CEFE, AMI, TIG, COL

IMI, MER,CIP
Acinetobacter baumannii - 2 Tracheal secretion AMP/SUL, PIP/TAZ, CEFO, CEFTA, CEFTR, CEFE, MER, AMI, GEN, TIG, COL

CIP
Enterococcus faecalis - 3 Urine GEN, STR, LVX, ERY, CLI, TEC, VAN, SUT AMP, LNZ, DAPT, TIG, NIT
Enterococcus faecium - 4 Urine AMP, LVX, ERI, CLI, TEI, VAN, SUT LNZ, TIG
Enterococcus faecium - 5 Urine AMP, LVX, ERI, TEI, VAN GEN, STR, LNZ, TIG
Escherichia coli - 6 Ascitic fluid AMP, AMP/SUL, PIP/TAZ, CEFE, CEF/AX, CEFTA, CEFTR, AMI, GEN

CEFE, ERTA, IMI, MER,GENT,CIP, TIG, COLI
Klebsiella pneumoniae - 7 Urine AMP, AMP/SUL, PIP/TAZ, CEFE, CEF/AX, CEFTA, CEFTR, AMI, COL

ERTA, IMI, MER, GEN, CIP,TIG, COL
Klebsiella pneumoniae - 8 Urine AMP, AMP/SUL, PIP/TAZ, CEFU, CEF/AX, CEFTA, CEFTR, TIG, COL

ERTA, IMI, MER, AMI, GEN, CIP
Staphylococcus aureus - 9 Tracheal secretion BEN, OXA, GEN, LVX, ERY, CLI CEFTA, LNZ, DAPT, TEI,

VAN, TIG, RIF, SUT

Staphylococcus aureus - 10 Blood BEN, OXA, LVX, ERY CEFTA, GEN, CLI, LNZ, DAPT,

TEI, VAN, TIG, NIT, RIF, SUT

AMI - amikacin, AMP/SUL — ampicillin/sulbactam, AMP - ampicillin, BEN - Benzilpenicilina, CEFE - cefepime, CEF/AX - Cefuroxima Axetil,
CEFO - cefoxitin, CEFU - cefuroxime, CEFTA - ceftazidime, CEFTR - ceftriaxone, CIP - cipro fl oxacin, CLI - clindamycin, COL - colistin,
DAPT — daptomicyn, GEN - gentamycin, ERY - erythromycin, ERT - ertapenem, IMI - imipenem, LV X- levofloxacin, LNZ - linezolid, MER -
meropenem, OXA - oxacillin, PEN - penicillin, PIP/TAZ - Piperaciclina/Tazobactan, RIF — Rifamicyn, SUT- sulphamethoxazole/
trimethoprim, STR- streptomycin, TEI - teicoplanin, TIG - tigecycline, VAN- vancomycin, NIT - Nitrofurantoin

Source: Prepared by the author, 2020



Table 2 — Minimal inhibitory concentration (MIC) of sertraline, methyldopa and sulfamethoxazole/trimethoprim: in isolation and in

combination, against standard reference bacterial strains and clinical isolates.

68

BACTERIAL STRAINS TESTED MIC (ug.mL7?)
SER MET SUT SER FIClI EFFECT SER FICI EFFECT MET  FICI EFFECT
Standard Strains - ATCC + + +
SUT MET SUT
Enterococcus faecalis ATCC 29212 16 512 1 16 1.06 N/l 16 1.03 N/l 16 0.09 S*
Escherichia coli ATCC 25922 32 >512 1 16 0.62 N/I 32 - - 16 - -
Escherichia coli ATCC 35218 16 >512 8 32 2.12 N/I 64 - - 32 - -
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 32 512 4 32 1.50 N/I 32 1.06 N/I 32 0.56 N/I
Micrococcus luteus ATCC 7468 16 512 256 16 1.06 N/I 16 1.03 N/I 32 0.18 S*
Staphylococcus aureus ATCC 25923 32 256 128 8 0.31 S* 64 2.25 N/I 16 0.18 S*
Staphylococcus aureus ATCC 29213 64 64 256 16 0.31 S* 16 0.5 S* 32 0.62 N/I
Clinical Isolates - MDR
Acinetobacter baumannii - 1 16 512 256 32 2.12 N/l 16 1.03 N/l 256 1.05 N/l
Acinetobacter baumannii - 2 256 512 128 256 3 N/l 256 15 N/l 16 0.15 S*
Enterococcus faecalis - 3 64 >512 64 16 0.5 S* 128 - - 256 - -
Enterococcus faecium - 4 32 512 128 16 0.62 N/I 64 2.12 N/I 64 2.25 N/I
Enterococcus faecium - 5 32 512 32 8 0.5 S* 64 2.12 N/l 64 2.12 N/I
Escherichia coli - 6 256 >512 512 256 1.5 N/I 256 - - 512 - -
Klebsiella pneumoniae - 7 64 >512 512 128 2.25 N/I 128 - - 512 - -
Klebsiella pneumoniae - 8 32 >512 512 64 2.12 N/I 64 - - 512 - -
Staphylococcus aureus - 9 64 512 256 16 0.31 S* 64 1.12 N/I 256 1.05 N/I
Staphylococcus aureus - 10 64 256 256 32 0.62 N/I 16 0.31 S* 128 1.25 N/I

SER: sertraline; MET: methyldopa; SUT: sulfamethoxazole/trimethoprim; SER+SUT: Combination of sertraline with sulfamethoxazole/
trimethoprim; SER+MET: combination of sertraline and methyldopa; MET+SUT: combination of methyldopa with sulfamethoxazole/

trimethoprim; Effects: S*: Synergistic, N/I: No interaction, A: Antagonistic; (-): FICI with result without determination
Source: Prepared by the author, 2020.
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Table 3 — Minimum bactericidal concentration (MBC) of sertraline, methyldopa and sulfamethoxazole/trimethoprim, isolated and in association,
against standard reference bacterial strains and clinical isolates.

BACTERIAL STRAINS TESTED MBC (ug.mL™1)

SER MET SUT SER SER MET
Standard Strains ATCC + + +

SUT MET SUT

Enterococcus faecalis ATCC 29212 32 512 512 32 32 64
Escherichia coli ATCC 25922 16 >512 256 16 32 128
Escherichia coli ATCC 35218 16 >512 256 32 16 16
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 256 >512 512 16 64 512
Micrococcus luteus ATCC 7468 32 512 512 64 64 128
Staphylococcus aureus ATCC 25923 32 256 256 16 128 32
Staphylococcus aureus ATCC 29213 512 512 128 64 32 32
Clinical Isolates - MDR
Acinetobacter baumannii - 1 16 >512 512 8 64 512
Acinetobacter baumannii - 2 256 512 256 128 512 512
Enterococcus faecalis - 3 32 >512 256 32 128 256
Enterococcus faecium - 4 32 512 512 256 256 >512
Enterococcus faecium - 5 32 512 128 32 512 512
Escherichia coli - 6 256 >512 512 256 256 >512
Klebsiella pneumoniae - 7 64 >512 256 256 256 256
Klebsiella pneumoniae - 8 64 >512 512 128 512 >512
Staphylococcus aureus - 9 64 512 256 32 32 256
Staphylococcus aureus - 10 128 >512 512 128 512 512

SER: sertraline; MET: methyldopa; SUT: sulfamethoxazole/trimethoprim; SER+SUT: combination of sertraline with sulfamethoxazole /
trimethoprim; SER+MET: combination of sertraline with methyldopa; MET+SUT: combination of methyldopa with sulfametoxazole /
trimethoprim

Source: Prepared by the author, 2020.



70

Table 4 - Minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC) and determination of tolerance level (MBC/
MIC) of sertraline and methyldopa against ATCC standard strains and clinical isolates.

Bacterial strains tested Sertraline Methyldopa
MIC SER MBC SER Tolerance Interpretation MIC MET MBC Tolerance Interpretation
Standard Strains ATCC (ug.mL?Y)  (ug.mL?) Index (ng.mL™1) MET Index
(MBC/MIC) (ug.mL?Y)  (MBC/MIC)
Enterococcus faecalis ATCC 29212 16 32 2 Bactericidal 512 512 1 Bactericidal
Escherichia coli ATCC 25922 32 16 0.5 Bactericidal >512 >512 - -
Escherichia coli ATCC 35218 16 16 1 Bactericidal >512 >512 - -
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 32 256 8 - 512 512 1 Bactericidal
Micrococcus luteus ATCC 7468 16 32 2 Bactericidal 512 >512 - -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 32 32 1 Bactericidal 256 256 2 Bactericidal
Staphylococcus aureus ATCC 29213 64 512 8 - 64 512 8 -
Clinical Isolates - MDR
Acinetobacter baumannii - 1 16 16 1 Bactericidal 512 >512 - -
Acinetobacter baumannii - 2 256 256 1 Bactericidal 512 512 1 Bactericidal
Enterococcus faecalis - 3 64 32 0.5 Bactericidal >512 >512 - -
Enterococcus faecium - 4 32 32 1 Bactericidal 512 512 1 Bactericidal
Enterococcus faecium - 5 32 32 1 Bactericidal 512 512 1 Bactericidal
Escherichia coli - 6 256 256 1 Bactericidal >512 >512 - -
Klebsiella pneumoniae - 7 64 64 1 Bactericidal >512 >512 - -
Klebsiella pneumoniae -8 32 64 2 Bactericidal >512 >512 - -
Staphylococcus aureus - 9 64 64 1 Bactericidal 512 512 1 Bactericidal
Staphylococcus aureus - 10 64 128 1 Bactericidal 256 >512 1 -

(-): Result without determination

Source: Prepared by the author, 2020.
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5.3 MANUSCRITO 2

O manuscrito 2 intitulado “Avaliacéo in vitro de triazenos N-6xidos: atividade
citotoxica, antibacteriana e de nuclease quimica frente a linhagens do melanoma e
carcinoma hepatocelular”, foi redigido de acordo com as normas de publicacdo do
periodico “Anti-cancer Agents in Medicinal Chemistry”.

Apos apreciagdo da banca examinadora, 0 manuscrito seré finalizado, traduzido
para o idioma exigido (inglés) e submetido para avaliacdo dos editores e revisores do

respectivo periodico.
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Resumo

Introducé@o: A escassez de novos medicamentos e 0 aumento exponencial das doengas
neoplésicas e infecciosas sdo considerados um sério problema de satde publica. Os triazenos
(TZCs) sdo compostos que apresentam diversificada atividade bioldgica, sendo objeto de
constantes estudos direcionados a descoberta de tratamentos para essas doencas. Reportamos a
avaliacdo da atividade biolégica de trés TZCs N-Oxidos livres: M1 (3-(4-clorofenil)-1-
feniltriazeno Ni-6xido), M2 (3-(4-bromofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido), M3 (3-(4-iodofenil)-1-
feniltriazeno Nj-Oxido), trés complexos triazenidos N-éxidos de Cu(ll): C1 ({Bis[3-(4-
chlorofenil)-1-feniltriazenido  N;-6xido-x*N*, O*]cobre(Il)}), C2 ({Bis[3-(4-bromofenil)-1-
feniltriazenido N;-6xido-x*N*, O*]cobre(1)}) e C3 ({Bis[3-(4-iodofenil)-1-feniltriazenido N;-
oxido-x*N*, O*]cobre(l)}) e seus respectivos precursores: P1(4-Clorofenil-amina), P2 (4-
Bromofenil-amina) e P3 (4-lodofenil-amina). Métodos: O potencial citotoxico foi determinado
in vitro por meio do ensaio colorimétrico com o reagente MTT, utilizando-se culturas de
linhagens celulares (tumorais: B16F10 - melanoma murino; HepG2 - hepatocarcinoma humano;
ndo neoplasica: 293T - fibroblasto de rim humano embrionario). O potencial de nuclease
quimica foi verificado por meio da técnica de eletroforese em gel de agarose. A atividade
antibacteriana foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo, através da determinagdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM), frente & 12 cepas bacterianas, sendo 7 padrdo de
referéncia American Type Culture Collection (ATCC) e 5 isolados clinicos multirresistentes
(MDR). Resultados: Entre as moléculas N-6xidos livres, M1 apresentou maior citotdxicidade
frente as linhagens HepG2 (ICso = 2.664 uM) e B16F10 (ICso = 3.950 uM), sendo mais ativa
que 0s respectivos quimioterapicos padrdes tosilato de sorafenibe (nexavar® - Bayer) (ICso =
7.133 uM) e temozolomida(temodal® - Schering-Plough) (ICso = 8.402 puM). Entre os
complexos, C3 foi mais ativo frente a HepG2 (ICso = 2.672 pM) e B16F10 (ICso = 3.527 pM),
sendo mais citotoxico que tosilato de sorafenibe (ICsp = 7.133 uM) e temozolomida (ICso =
8.402 uM) respectivamente. C3 também apresentou atividade antibacteriana tanto frente a
cepas Gram positivas quanto Gram negativas. Na atividade de nuclease quimica, 0os compostos
ndo foram aptos a clivar o DNA plasmidial. Conclusdo: Tanto a molécula N-6xido livre M1,
como o complexo triazenido C3 apresentaram valores de 1Cso sobre as linhagens HepG2 e
B16F10 menores do que os medicamentos em uso clinico sorafenibe® e temozolomida®,
sugerindo que podem ser uma alternativa para a descoberta de farmacos para o tratamento de
canceres como melanoma e hepatocarcionoma. Porém, ensaios clinicos in vivo e testes clinicos
deverdo ser realizados para investigar os mecanismos de acdo envolvidos na citotoxicidade para

garantir sua seguranca e eficécia.

Keywords: Triazenos, Triazenos N-6xidos, Citotoxicidade, Resisténcia Bacteriana, Clivagem.
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1. INTRODUCAO

As doencas neoplésicas e infecciosas aumentaram consideravelmente nas Ultimas
décadas. Esse fato, aliado a escassez de novos agentes terapéuticos, tem se tornado um sério
problema de saude publica [1,2,3]. O melanoma maligno é a mais frequente causa de morte
entre as doengas que atingem a pele. A Sociedade Americana de Cancer (American Cancer
Society) previu que em 2040, os casos de melanoma chegardo a quase meio milhdo (466.914
€asos), um aumento de 62%. A Instituicdo previu ainda, que as taxas de mortalidade aumentarao
20% nos proximos anos, passando de 60.712 casos em 2018 para 72.886 casos em 2025 [5].

O hepatocarcinoma ou carcinoma hepatocelular (CHC), constitui cerca de 70 - 85% das
neoplasias hepaticas. E o tumor primério do figado, sendo o 6° tipo de cancer mais incidente no
mundo e um dos mais letais, representando a quinta causa mais frequente de neoplasias em
homens e a sétima em mulheres [6]. Embora os tratamentos atualmente disponiveis para essas
doengas, tenham melhorado a sobrevida dos pacientes, ainda ha limitacdes, pois geralmente
baseiam-se na quimioterapia limitada por fatores como imunossupressdo, resisténcia e
toxicidade, as quais corroboram para taxas significativas de mortalidade [4,7,8].

Os triazenos (TZCs), classe de compostos de cadeia alifatica aberta que se caracterizam
por apresentarem trés atomos de nitrogénio interligados em sequéncia (-N=NN), despertam o
interesse da comunidade cientifica, que busca por alternativas inovadoras no combate as
doencas neoplasicas e infecciosas. Esses compostos, ja apresentam diversificada atvidade
biolégica, como antitumoral [13, 14, 15, 16], antibacteriana [17, 18, 19, 20], e de clivagem do
DNA [19].

Os N1-0xidos derivam dos TZCs cléssicos pela substituicdo do atomo de hidrogénio (H)
no fragmento -N(H) por uma fungdo hidroxila (OH), resultando em um sistema tautdmero na
forma de um N-Oxido/N-hidréxido triazeno. Estes compostos atuam preferencialmente como
agentes quelantes frente a ions metélicos, principalmente os de transi¢cdo, promovendo a
formacdo de um anel quelato de cinco membros livres de carbono, apresentando a capacidade
de coordenar-se tanto a metais de caracter mole quanto a metais mais duro [21,18]. Estas
espécies tém diferentes aplicacGes na area bioldgica, especialmente no desenvolvimento de
medicamentos anticancerigenos [22,23, 24].

Reportamos a avaliacdo biolégica inédita de moléculas TZCs N-6xidos: M1 (3-(4-
clorofenil)-1-feniltriazeno N:-6xido), M2 (3-(4-bromofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido), M3(3-(4-
iodofenil)-1-feniltriazeno N;-6xido), trés complexos triazenidos N-6xidos de Cu(ll): C1 ({Bis[3-
(4-chlorofenil)-1-feniltriazenido Ni-Oxido-x*N*, O*]cobre(11)}), C2 ({Bis[3-(4-bromofenil)-1-
feniltriazenido Ni-Oxido-x*N*, O*]cobre(l)}) e C3 ({Bis[3-(4-iodofenil)-1-feniltriazenido Nj-

oxido-x*N*, O*]cobre(l)}) e seus respectivos precursores, P1(4-Clorofenil-amina), P2 (4-
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Bromofenil-amina) e P3 (4-lodofenil-amina). A citotoxicidade foi determinada in vitro por meio
do ensaio colorimétrico com o reagente brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT), utilizando-se culturas de linhagens celulares (tumorais: B16F10 -
melanoma murino; HepG2 - hepatocarcinoma humano; ndo neoplésica: 293T - fibroblasto de
rim humano embrionéario). O potencial de nuclease quimica foi avaliado por meio da técnica de
eletroforese em gel de agarose. A atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de
microdiluicdo em caldo, através da determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)
frente a cepas padrdo de referéncia da colecdo American Type Culture Collection (ATCC) e

isolados clinicos multirresistentes (MDR).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Moléculas selecionadas

As moléculas TZCs N-6xidos livres (M1, M2 e M3), complexos triazenidos N-6xidos
de Cu(ll) (C1, C2 e C3) e seus respectivos precursores (P1, P2 e P3), foram cedidas para
investigacdo de suas atividades bioldgicas, pelo Nucleo de Investigacdo de Triazenos e
Complexos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), o NITriCo, através de parceria
interlaboratorial. A sintese e caracterizacdo das moléculas N-6xidos livres, ja foram elucidadas
na publicacdo de Martins e colaboradores, no periddico CrystEngComm em novembro de 2017
(MARTINS et al., 2017) [25]. J& os complexos triazenidos N-Oxidos de Cu(ll), resultantes da
coordenacdo das moléculas M1, M2 e M3 desprotonadas na forma dos respectivos &nions
ligantes, foram caracterizadas e sintetizadas por Moraes, G. A. (2013) [26]. As estruturas

guimicas dessas moléculas sdo apresentadas na figura 1.

2.2 Avaliacdo da atividade citotoxica in vitro

2.2.1 Linhagens celulares e condigdes de cultura

As linhagens celulares tumorais aderentes B16-F10 e HepG2 e a linhagem néo
neoplésica 293T, foram adquiridas do Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ, Rio de
Janeiro, Brasil). A linhagem 293T foi utilizada no estudo, como controle para determinar o grau
de seletividade dos compostos em relacdo as células neoplasicas. Todas as linhagens foram
cultivadas em meio especifico conforme as recomendacdes do BCRJ. Garrafas de poliestireno
(Corning) 25cm?® contendo as células e meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, Sigma-Aldrich), suplementadas com 10% de soro fetal bovino (Cultilab) e 1%

antibioticos (penicilina/estreptomicina), foram incubadas a uma temperatura de 37 °C, em
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incubadora com atmosfera umidificada e 5% de CO,. Os meios de cultura foram substituidos a
cada 2-3 dias, de acordo com o metabolismo das linhagens celulares. Antes de atingirem a
confluéncia (70-80% de sua densidade de saturacdo) as células foram submetidas a subcultura
para evitar eventual morte celular por excesso de células.

Para expansdo celular, as células foram removidas mecanicamente da superficie do
frasco de cultura priméaria com auxilio de cell scraper. Em seguida, as células com meio de
cultura foram transferidas para tubos falcon (Corning) e centrifugados por 5 minutos a 1.500
RPM em centrifuga (Eppendorf). O pellet formado foi ressuspenso em meio de cultura e
repassado para uma garrafa de 75cm3. Os estoques celulares foram mantidos em criotubos de

congelamento, armazenadas a -80 °C.

2.2.2 Avaliacao da viabilidade celular por ensaio colorimétrico - MTT

O ensaio de citotoxicidade in vitro em cultura de células tumorais ainda representa um
método de referéncia para a triagem inicial de novos agentes antineoplésicos. Dessa forma, para
avaliar a citotoxicidade in vitro dos compostos, a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio
colorimétrico com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT) [27]. Este
método é baseado na reducdo do sal de tetrazélio (cor amarela) em cristais de formazan
insollveis (cor parpura), pelas enzimas succinato desidrogenase mitocondriais presentes nas
células viaveis [28].

Os experimentos com as linhagens celulares foram realizados com as células cultivadas
na quarta passagem apds o descongelamento. Ap6s a subcultura, os frascos de poliestireno
contendo as linhagens celulares em crescimento exponencial foram retirados da incubadora e o
namero de células viaveis foi estimado por hemocitometria (cAmara de Neubauer), com auxilio
do corante azul de tripan 0,4%. A densidade das suspensdes celulares foi ajustada para 5 x 10*
células mL?* (células aderentes), sendo que exatamente 200 pL/poco contendo
aproximadamente 10.000 células, foram adicionados a microplacas de 96 orificios com fundo
plano. As linhagens celulares B16-F10, HepG2 e 293T foram adicionadas nos pogos por 24
horas para aderéncia suficiente de células. A seguir, as células foram incubadas com sete
diferentes concentra¢es dos compostos (1UM; 3uM; 6uM; 12uM; 25uM; 50uM; 100uM) por
24 h, a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO,. Além disso, foram utilizadas
culturas controle contendo células na auséncia dos compostos para fins de comparagao.

Apds o periodo de incubagdo, 20uL de solugdo salina estéril contendo MTT (5mg/mL)
foi adicionada aos pocos e as placas foram incubadas por mais 4 horas. Por conseguinte, 0 meio
foi removido cuidadosamente e os cristais de formazan dissolvidos pela adigdo de 200 uL de
dimetilsulfoxido (DMSO). A citotoxicidade foi detectada por meio da medida das absorbancias

a 570nm em leitora de microplacas (Anthos-2010). Os experimentos foram todos realizados em
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triplicata e a viabilidade celular para cada concentragdo dos compostos foi expressa em
porcentagem, comparada com a obtida para os controles nédo tratados (100% de viabilidade). Os
valores de 1Cso (concentracdo do composto teste que reduziu a viabilidade celular em 50% em
comparagdo com células controle (ndo tratadas)) foram estimados por analise de regressdo nao
linear utilizando o software Graph Pad Prism (versdo 5.0). Os dados foram relatados
considerando uma média de trés experimentos individuais realizados em triplicatas.

Para fins de controle e comparacdo, além da atividade citotdxica dos compostos testes,
foram avaliadas as atividades dos medicamentos antineoplasicos utilizados na pratica clinica:
temozolomida - TMZ (temodal® - Schering-Plough) e tosilato de sorafenibe - SRF (nexavar® -
Bayer). O quimioterapico temozolomida foi eleito por representar a classe dos triazenos

comercialmente disponiveis.

2.3 Avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro

2.3.1 Cepas bacterianas

A avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro foi realizada frente a doze cepas
bacterianas sendo: sete padrfes de referéncia da colecdo American Type Culture Collection
(ATCC) e cinco isolados clinicos multirresistentes (MDR). As cepas encontravam-se
armazenadas em caldo TSB (Tryptic Soy Broth) contendo 15% de glicerol a - 20 °C. As cepas
ATCC Gram positivas utilizadas foram: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Micrococcus luteus ATCC 7468. Ja
as Gram negativas foram: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.

Os cinco isolados clinicos MDR, foram obtidos de pacientes admitidos em um hospital
universitario de Santa Maria - RS, sendo: Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae os quais foram identificados
através de provas fenotipicas manuais e automatizadas pelo aparelho Vitek® 2 (BioMérieux,
Marcyl'Etoile, Franca), no Laboratorio de Microbiologia do referido hospital, e cedidas para

realizacdo dos experimentos. O perfil de resisténcia dos isolados s&o apresentados na tabela 2.

2.3.2 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

A CIM foi determinada pelo método padrdo de microdiluicdo em caldo, seguindo-se o
documento M7-A9 do Clinical and Laboratory Standards Institute, 2012 (CLSI-2012) [29].
Todos os compostos analisados foram testados nas concentragdes de 0,5 pg.mL* a 128

ug.mL? e solubilizados em etanol absouto. Inicialmente, foram preparadas solucdes estoques
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dos triazenos na concentragdo 2.560 pg.mL . Essas solucdes quando aplicadas nas placas foram
diluidas 20 vezes na concentracdo mais alta testada (128 pg.mL™). A partir dai, foram feitas
diluicBes na razdo de 2 para os demais pocos, sendo testadas 9 concentragdes (0,5 a 128 pug.mL"
1. Foram realizados controles do solvente a fim de verificar a possivel atividade do etanol sobre
0S microrganismos, controle positivo (somente meio de cultura e indculo) e controle negativo
(somente meio de cultura), sendo que nesta concentracdo utilizada o etanol ndo apresentou
atividade frente as bactérias analisadas.

O in6culo bacteriano foi preparado em solucgdo salina estéril, utilizando-se o método de
suspensdo direta das coldnias de culturas recentes. A referéncia para a turbidez da suspenséo
bacteriana foi o padrdo 0,5 McFarland, ou seja, 1 a 2 x 108 unidades formadoras de col6nia/mL
(UFC/mL). Resumidamente, microplacas de 96 orificios, contendo caldo Muller Hinton,
compostos teste (0,5-128 pg.mL?) e indculo bacteriano (1 x 10° UFC/pogo), foram incubadas a
35+ 2 °C por 24 horas. Apo6s a incubacédo, a CIM foi determinada como a menor concentracao
que inibiu completamente o crescimento dos microrganismos nos pocos de dilui¢do, sendo cada
ensaio, realizado em triplicata.

2.3.3 Determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM)

A anélise da CBM foi realizada conforme o método descrito no documento M26-A do
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), 1999 [30], com adaptacdes.
Resumidamente, ap6s a leitura visual da CIM, foram retirados com auxilio de uma alga de
platina calibrada, aproximadamente 10uL do contetido dos pocos onde ndo houve crescimento
bacteriano visivel e também do altimo poco utilizado como controle. Este volume foi a seguir
semeado em placas de Petri contendo agar Muller Hinton, as quais foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 35 + 2 °C pelo periodo de 48 horas. Apés a incubagéo, a concentracdo CBM foi
determinada como a menor concentracdo na qual ndo houve crescimento de colbnias na

subcultura.

2.4 Avaliagdo da atividade de nuclease dos compostos

Foram realizados ensaios de clivagem do DNA plasmidial dupla fita dos compostos
com o objetivo de investigar a atividade de nuclease quimica dos mesmos. Para a extracdo do
DNA plasmidial (pUC18) previamente inserido nas células bacterianas de Escherichia coli,
cepa DH5 alfa, seguiu-se os procedimentos padrdes, pela técnica de lise alcalina (“large-scale
preparation of plasmid DNA”), descrita no livro de protocolos de Ausubel et al., 2003 [31].

A clivagem do DNA foi avaliada pela conversio do DNA plasmidial pUC18

superenovelado (Forma I) em formas de DNA circular (Forma I1) e linear aberta (Forma Il1). O
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ensaio de rastreio para obter a clivagem dos acidos nucleicos foi realizado num volume final de
20 pL onde estavam presentes 0s seguintes reagentes: 2 pg de DNA plasmidial e diferentes
concentracdes dos compostos testados (3,75, 1,875 e 0,375 mM) e tampdo Tris-HCL (pH 7,4 e
pH 8,0), sendo os microtubos posteriormente, incubados a 37°C e 50°C por 24 h. Todos 0s
ensaios foram realizados em triplicata. Apds periodo de incubacdo, adicionou-se 4L de loading
buffer as amostras, as quais foram submetidas a eletroforese em gel de agarose (0,8%) com
aplicacdo de voltagem de 50-70 V por periodo de 2-3 horas, utilizando tampéo de corrida TBE
(Tris, Borato EDTA). Os géis resultantes foram digitalizados em um sistema de

fotodocumentacéo, para quantificacdo das bandas do DNA.

2.5 Consideracdes Eticas

A utilizacdo dos isolados para pesquisa clinica foi aprovada pelo Comité de Etica e
Pesquisa sob CAAE 38850614.4.0000.5346. O cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e Conhecimentos Tradicionais Associados (SisGen) é registrado sob o
numero AE78E18 - Universidade Federal de Santa Maria.

2.6 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey

usando o software GraphPad Prism 5 (GraphPad, San Diego, CA). Diferengcas com p <0,05%*,

p<0,01**, p<0,001*** foram consideradas significativas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Desde a descoberta dos efeitos antiproliferativos da cisplatina, ha mais de 50 anos [11]
um vasto nimero de complexos metalicos tém sido desenvolvidos e investigados quanto ao seu
potencial biolégico [12]. Os triazenos (TZCs) tém apresentado diversificada atividade biolégica
como antitumoral, antimicrobiana e de nuclease quimica [13, 14, 16,17, 18, 19, 32].

Estudos relatam o potencial citotoxico de compostos triazenos frente a células
neoplésicas do melanoma e hepatocarcinoma [33, 34, 35]. Os compostos TZCs N-6xidos
ensaiados neste estudo sdo inéditos quanto a avaliagdo de suas atividades bioldgicas. Na tabela
1, sdo apresentados os valores de concentracao inibitdria 50% (ICso), em UM, desses compostos
e precursores, quando estes foram incubados por 24 horas frente as linhagens celulares tumorais
(B16F10 e HepG2) e ndo neoplasica (293T). De acordo com os dados apresentados, pode-se
inferir que os mesmos apresentaram atividade citotoxica variével.

O TZC N-6xido M1 apresentou maior efeito citotoxico frente as linhagem HepG2 (I1Cso
= 2.664 uM) e B16F10 (ICso = 3.950 uM). Entre os complexos triazenidos N-éxidos, C3
apresentou valores de I1Cs relevantes quando incubados com as linhagens tumorais HepG2 (I1Cso
= 2.672 uM) e B16F10 (ICsp= 3.950 uM).

Obeservamos que tanto a molécula livre M1(ICso = 3.143 uM), como o complexo C3
(ICso = 5.691 uM) foram citotdxicos frente a linhagem controle ndo neoplasica - 293T. Essa
falta de seletividade é um fator indesejavel, uma vez que pode ocorrer diminui¢cdo no indice
terapéutico. Entretanto, grande parte dos medicamentos utilizados no tratamento do céncer
atuam de forma inespecifica, lezando tanto células tumorais proliferativas, como células
normais, provocando efeitos colateriais relacionados a exposicdo prolongada ao medicamento,
dentre os quais destaca-se, a cisplatina [36, 37].

Na literatura ha varios relatos de pesquisas utilizando compostos TZCs frente a
microrganismos, as quais demonstram que esses possuem atividade antibacteriana [16, 17, 18,
19, 20]. Horner et al., 2008 [18] e Ombaka et al., 2012 [20], sugerem que essa atividade pode
estar atribuida a sua propriedade quelante a ions metalicos constituintes da parede celular
desses microrganismos.

Nas tabelas 3 e 4, sdo apresentados os resultados obtidos no ensaio in vitro, frente a
diferentes cepas bacterianas. Nas cepas ATCC, o complexo C3 foi mais ativo que as demais
moléculas ensaiadas, sendo bacteriostatico e bactericida especialmente frente a E. faecalis
ATCC 29212 (CIM = 64 ug mL; CBM = 64 pug mL?), frente as cepas de S. aureus ATCC
25923, M. luteus ATCC 7468 e E. coli ATCC 25922, todas com iguais valores de CIM e CMB
(CIM = 128 pg mL1; CBM=128 pug mL1). Nos isolados multirresistentes, o complexo C3

também destacou-se entre as demais moléculas, apresentando atividade antibacteriana frente a
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maioria dos isolados multirresistente ensaiados, destacando-se frente a S. aureus (CIM = 64 ug
mLte CBM = 64 ug mL™).

Os compostos ensaiados, apresentaram melhor atividade antibacteriana, frente as
cepas GP, corroborando com outros estudos da literatura que demonstram que TZcs sdo mais
ativos frente a esses microrganismos [17,18, 20]. Esse fenbmeno pode ser explicado pelo fato de
gue bactérias GP possuem acidos teicoicos em suas membranas que conferem carga negativa a
superficie externa das células, auxiliando na entrada de ions positivos. Dessa forma, complexos
triazenidos com céations metélicos como C3, podem atuar sobre essas estruturas, o que
justificaria a maior atividade antibacteriana apresentada. Além disso, os GN possuem parede
celular mais complexa, apresentando uma barreira a penetracdo de numerosas moléculas
antimicrobianas o que pode explicar a maior resisténcia apresentada [20,38].

Na avaliacdo do potencial de clivagem quimica realizado com DNA plasmidial
superenovelado (pUC18), observou-se nas condi¢bes definidas de pH, temperatura e tempos
determinados de reagdo, que 0s compostos ensaiados ndo foram aptos a clivar o DNA
plasmidial.
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5 CONCLUSAO

Reportamos a avaliagdo da atividade bioldgica de trés compostos triazenos N-Oxidos
livres: M1 (3-(4-clorofenil)-1-feniltriazeno N:-0xido), M2 (3-(4-bromofenil)-1-feniltriazeno Ni-
Oxido) e M3(3-(4-iodofenil)-1-feniltriazeno N:-Oxido), trés complexos triazenidos N-Oxidos de
Cu(ll): C1 ({Bis[3-(4-chlorofenil)-1-feniltriazenido N;-Oxido-x*N*, O*]cobre(I)}), C2 ({Bis[3-
(4-bromofenil)-1-feniltriazenido Nj-Oxido-x*N', O*]cobre(11)}) e C3 ({Bis[3-(4-iodofenil)-1-
feniltriazenido Ni-Oxido-x°N*, O*]cobre(11)}) e seus respectivos precursores, P1(4-Clorofenil-
amina), P2 (4-Bromofenil-amina) e P3 (4-lodofenil-amina). A exposicdo a diferentes
concentragdes dos TZCs ensaiados, demonstrou diferencas no poténcial biologico,tanto frente
as linhagens tumorais, como frente as cepas bacterianas padrdo ATCC e isolados clinicos
multirresistentes. A molécula livres M1, apresentou maior citotoxicidade frente a linhagem do
hepatocarcionoma humanao - HepG2 (ICso = 2.664 M) e melanoma murino - B16F10 (ICso =
3.950 uM), sendo mais ativa que 0s respectivos quimioterapicos padrfes sorafenibe (ICso =
7.133 uM) e temozolamida (ICso = 8.402 uM). Entre os complexos, C3 apresentou maior 1Cso
sobre a linhagens HepG2 (ICso = 2.672 uM) e B16F10 (ICso = 3.527 uM), sendo mais ativo que
sorafenibe (ICso= 7.133 uM) e temozolomida (ICso = 8.402 uM) respectivamente. C3 também
apresentou atividade antibacteriana tanto frente a cepas Gram positivas quanto Gram negativas.
Os compostos deste ensaio, ndo foram aptos a clivar o DNA plasmidial nas condi¢des definidas
de tempo, pH e temperatura ensaiados. Os resultados nos permitem sugerir que M1 e C3,
podem representar uma alternativa promissora para a descoberta de farmacos para o tratamento
de canceres como melanoma e hepatocarcinoma. Porém, testes in vivo e ensaios clinicos
adicionais sdo necessarios para investigar os mecanismos de acao envolvidos na citotoxicidade

para garantir sua seguranca e eficécia.
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Figura 1: Estrutura quimica das moléculas avaliadas.

COMPOSTOS

NOME DAS MOLECULAS

ESTRUTURA QUIMICA

M1

3-(4-clorofenil)-1-feniltriazeno N;-6xido

3-(4-bromofenil)-1-feniltriazeno N;-6xido
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O
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{Bis[3-(4-chlorofenil)-1- - v@
C1 feniltriazenido Ni-6xido-x*N*, O*]cobre(1)} \C/CL
oMo
{Bis[3-(4-bromofenil)-1- Oy
Cc2 feniltriazenido N;-6xido-x*N*, O*]cobre(11)} /\<
1 N, :
{Bis[3-(4-iodofenil)-1- Y
C3 feniltriazenidoN;-Oxido-x*N*, O*]cobre(11)} 7\
Cl ‘
P1 4-clorofenil-amina ©
NH>
Br
P2 4-bromofenil-amina ©
NH»
1
P3 4-iodofenil-amina ©

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.
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Tabela 1 - Atividade citotoxica (ICso uM) dos compostos triazenos N-6xidos livres (M1, M2, M3), complexos triazenidos N-6xidos de Cu(ll) (C1, C2, C3) e

seus respectivos precursores (P1, P2, P3), incubados por 24 horas com as linhagens celulares tumorais (HepG2 e B16F10) e ndo neoplasica (293T).

COMPOSTOS ICso valores ( uM)
ENSAIADOS
HepG2 B16F10 293T
M1 2.664 +1.30 3.950 + 1.27 3.143+1.49
M2 44,55 + 1.44 >100 11.54 +£1.42
M3 58.95+ 1.44 >100 3.882+1.30
Cl 32.06 £1.24 8.568+1.38 12.63+1.96
C2 8.561 + 1.53 8.666+1.18 8.648+1.44
C3 2.672+1.13 3.527+1.28 5.691+1.58
P1 9.988 + 2.37 >100 10.74+£1.31
P2 14.69 + 4.80 9.844 +2.13 9.272+1.95
P3 13.13+1.21 2.070+5.30 1395+ 1.11
TMZ - 8.402+1.11 -
SFB 7.133+1.08 - -

M1: (3-(4-clorofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido); M2 : (3-(4-bromofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido); M3: (3-(4-iodofenil)-1-feniltriazeno Ni1-6xido); C1 ({Bis[3-
(4-chlorofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-x*N*, O*]cobre(I)}), C2 ({Bis[3-(4-bromofenil)-1-feniltriazenido Ni-Oxido-x°N*, O*]cobre(1)}) e C3 ({Bis[3-(4-
iodofenil)-1-feniltriazenido N;-Oxido-x°N*, O*]cobre(1)}) P1: (4-Clorofenil-amina);  P2: (4-Bromofeni-amina);  P3: (4-lodofenil-amina); TMZ:
temozolamida; SFB: sorafenibe; (-) non determined.

Fonte: Preparado pela autora, 2021.
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Tabela 2 - Perfil de suscetibilidade dos isolados clincos MDR avaliados no estudo.

Isolados Clinicos Origen Antibioticos Antibioticos
MDR Clinica Resistentes Sensiveis
Acinetobacter baumannii Sangue AMP/SUL, PIP/TAZ, CEF/AX, CEFO, CEFET, CEFTR, CEFE, AMI, TIG, COL
IMI, MER,CIP
Escherichia coli Liquido Ascitico AMP, AMP/SUL, PIP/TAZ, CEFE, CEF/AX, CEFTA, CEFTR, AMI, GEN
CEFE, ERTA, IMI, MER,GENT,CIP, TIG, COLI
Enterococcus faecium Urina AMP, LVX, ERY, CLI, TEI, VAN, SUT LIN, TIGE
Klebsiella pneumoniae Urina AMP, AMP/SUL, PIP/TAZ, CEFE, CEF/AX, CEFTA, CEFTR, AMI, COL
ERTA, IMI, MER, GEN, CIP,TIG, COL
Staphylococcus aureus Sangue BEN, OXA, LVX, ERY CEFTA, GEN, CLI, LNZ, DAPT,

TEI, VAN, TIG, NIT, RIF, SUT

AMI - amikacin, AMP/SUL — ampicillin/sulbactam, AMP - ampicillin, BEN - Benzylpenicillin, CEFE - cefepime, CEF/AX - Cefuroxime Axetil, CEFO —
cefoxitin, CEFU - cefuroxime, CEFTA - ceftazidime, CEFTR - ceftriaxone, CIP - ciprofloxacin, CLI - clindamycin, COL - colistin, DAPT — daptomicyn,
GEN - gentamycin, ERY - erythromycin, ERT - ertapenem, IMI - imipenem, LV X- levofloxacin, LNZ - linezolid, MER - meropenem, OXA - oxacillin, PEN
- penicillin, PIP/TAZ - Piperaciclina/Tazobactan, RIF — Rifamicyn, SUT- sulphamethoxazole/ trimethoprim, STR- streptomycin, TEI - teicoplanin, TIG -
tigecycline, VAN- vancomycin, NIT - Nitrofurantoin.

Fonte: Preparada pela autora, 2021.
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Tabela 3 - Atividade antibacteriana in vitro de compostos triazenos N-Oxidos livres (M1, M2, M3), complexos triazenidos N-6xidos de Cu(ll) (C1, C2, C3) e

seus respectivos precursores (P1, P2, P3), frente & cepas bacterianas padrdo ATCC e isolados clinicos Gram positivos.

Cepas padrdo ATCC Isolados Clinicos MDR

8 g S. aureus S. aureus E. faecalis M. luteus S. aureus E. faecium

% © ATCC 25923 ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC 7468

é. % CIM cBM CIM CBM CiIM CcBM CIM CBM CiIM CBM CIM CBM

3 O (Hg mLY) (g mL™) (HgmLY) (HgmLY) (Hg mLY) (Hg ML)
M1 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 =128 >128 >128 >128
M2 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
M3 >128 >128 >128 >128 >128 >128 =128 >128 =128 >128 >128 >128
C1 =128 >128 >128 >128 =128 =128 >128 >128 =128 =128 =128 >128
C2 >128 >128 >128 >128 >128 >128 =128 >128 >128 >128 >128 >128
C3 =128 =128 =128 >128 =64 =64 =128 =128 =64 =64 =128 =128
P1 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
P2 >128 >128 >128 >128 =128 > 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
P3 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128

M1: (3-(4-clorofenil)-1-feniltriazeno Ni-Oxido); M2 : (3-(4-bromofenil)-1-feniltriazeno Ni-0xido); M3: (3-(4-iodofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido); C1 ({Bis[3-
(4-chlorofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-x*N*, O*]cobre(1)}), C2 ({Bis[3-(4-bromofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-x*N*, O*]cobre(l)}) e C3 ({Bis[3-(4-

iodofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-x?N*, O*]cobre(11)}) P1: (4-Clorofenil-amina); P2: (4-Bromofeni-amina); P3: (4-lodofenil-amina).

Source: Preparado pela autora, 2021.
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Tabela 4 - Atividade antibacteriana in vitro de compostos triazenos N-6xidos livres (M1, M2, M3), complexos triazenidos N-6xidos de Cu(ll) (C1, C2, C3) e

seus respectivos precursores (P1, P2, P3), frente & cepas bacterianas ATCC e isolados clinicos Gram negativos.

CEPAS ISOLADOS CLINICOS
ATCC MDR
2 o E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae A. baumannii K. pneumoniae
3 S ATCC 25922 ATCC 27853 ATCC 700603
g. % CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
c
S u (ug mL™) (ug mL™) (Mg mL™) (ug mL™) (Mg mL™) (Mg mL™Y)
M1 >128 >128 =128 =128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
M2 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
M3 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
C1 >128 >128 =128 >128 >128 >128 =128 >128 =128 >128 >128 >128
C2 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
C3 =128 =128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 =128 =128 =128 >128
P1 >128 >128 =128 >128 >128 =128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
P2 >128 >128 >128 >128 >128 > 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
P3 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128

MZ1: (3-(4-clorofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido); M2 : (3-(4-bromofenil)-1-feniltriazeno N1-6xido); M3: (3-(4-iodofenil)-1-feniltriazeno Ni1-6xido); C1 ({Bis[3-
(4-chlorofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-x*N*, O*]cobre(1)}), C2 ({Bis[3-(4-bromofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-x*N*, O*]cobre(l)}) e C3 ({Bis[3-(4-
iodofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-x*N*, O*]cobre(11)}) P1: (4-Clorofenil-amina); P2: (4-Bromofeni-amina); P3: (4-lodofenil-amina).

Fonte: Preparado pela autora, 2021.
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5.4 MANUSCRITO 3

O manuscrito 3, intitulado “Avaliacdo da atividade bioldgica de moléculas triazenos
N-Oxidos inéditas frente a linhagens celulares do glioblastoma multiforme: US7TMG e
T98G” estd sendo redigido de acordo com as normas de publicacdo do periddico “Anti-
cancer Agents in Medicinal Chemistry”.

ApoGs apreciacdo da banca examinadora, o manuscrito serd finalizado, traduzido para o
idioma exigido (inglés) e submetido para avaliacdo dos editores e revisores do respectivo

periddico.
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Resumo

Informacdo: O glioblastoma multiforme (GBM) é um tumor cerebral de origem astrocitica, com
maior grau de malignidade (grau 1V), que acomete mais frequentemente, individuos de idade adulta.
As terapias indicadas sdo a resseccdo cirlrgica, radioterapia e quimioterapia, todas com baixa
eficiéncia devido a sua agressividade, que leva a altas taxas de morbimortalidade. Além dessa
problematica, estdo as doencas infecciosas, que tém aumentado consideravelmente. Os triazenos
(TZCs) sdo compostos que devido a sua ampla versatilidade biol6gica tém sido objeto de constantes
estudos. Reportamos a avaliagdo da atividade bioldgica de trés moléculas triazenos N-6xidos livres:
M1 (3-(4-clorofenil)-1-feniltriazeno N;-6xido), M2 (3-(4-bromofenil)-1-feniltriazeno N;-0xido),
M3(3-(4-iodofenil)-1-feniltriazeno N;-0xido), trés complexos triazenidos N-Oxidos de Cu(ll): C1
({Bis[3-(4-chlorofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-x*N*, O*]cobre(11)}), C2 ({Bis[3-(4-bromofenil)-1-
feniltriazenido Ni-6xido-x*N*, O*]cobre(11)}); C3({Bis[3-(4-iodofenil)-1-feniltriazenido N;-Oxido-x*N*,
O*Jcobre(1)}) e seus respectivos precursores P1(4-Clorofenil-amina), P2 (4-Bromofeni-amina) e P3
(4-lodofenil-amina). Métodos: A citotoxicidade foi determinada in vitro por meio do ensaio
colorimétrico com o reagente brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio (MTT),
utilizando-se culturas de linhagens celulares do glioblastoma multiforme (U87MG e T98G). A
atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo, através da determinagdo
da concentracdo inibitoria minima (CIM), frente & 10 cepas bacterianas, sendo seis padrdo de
referéncia American Type Culture Collection (ATCC) e quatro isolados clinicos multirresistentes
(MDR). Resultados: Frente a linhagem U87MG do glioblastoma multiforme, as molélulas N-éxidos
livres apresentaram maior efeito citotdxico, destacando-se a atividade de M1 (ICso = 1.488 uM), que
foi aproximadamente trés vezes mais ativo que quimioterapico padrdo temozolimide (ICso = 4.369
uM). Ja frente a linhagem T98G, os complexos triazenidos N-Oxidos apresentaram maior atividade,
dos quais destacamos o complexo C2 (ICsp = 9.211 puM), cujos valores de 1Csp € proximo ao
apresentado pelo padrao temozolomide (ICso = 7.326 uM), uma vez que é relatado que essa linhagem
apresenta maior resisténcia frente a esse quimioterapico, devido a superexpressdo de genes envolvidos
com a execucdo do reparo. Os TZCs apresentaram atividade antibacteriana, especialmente frente as
cepas Gram positivas. Conclusdes: M1(3-(4-clorofenil)-3-feniltriazeno Ni-6xido) e C2 ({Bis[3-(4-
bromofenil)-1-feniltriazenido Nj-oxido-x*N*, O*]cobre(11)}) consituem potencial para descoberta de
novos medicamentos para o tratamento do glioblastoma multiforme. Testes in vivo e ensaios clinicos
adicionais sdo necessarios para avaliar os mecanismos de acéo envolvidos para garantir sua seguranca

e eficacia.

Keywords: Triazenos, Citotoxicidade, Glioblastoma multiforme, Resisténcia Bacteriana, Clivagem.
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1. INTRODUCAO

O glioblastoma multiforme (GBM) é um tumor cerebral, que acomete mais frequentemente,
individuos de idade adulta. E classificado pelo seu grau de malignidade como sendo de alto grau (grau
IV) pela Organizacdo Mundial da Salde de 2016 (OMS), sendo o glioma difuso mais agressivo da
linhagem astrocitica [1, 2, 3]. A incidéncia anual € de trés a quatro casos por cada 100.000 adultos [4].
O padrdo terapéutico estabelecido na terapia de primeira linha para GBM combina ressecgdo cirdrgica,
radioterapia, seguida de quimioterapia com temozolomida (TMZ). Esta abordagem melhorou
significativamente a sobrevida. No entanto, o prognostico ainda é desfavoravel, e gira em torno de 14
meses, sendo que hé recorréncia em praticamente todos os pacientes, que acabam evoluindo a 6bito [5,
6]. Assim, existe uma clara necessidade de encontrar novas estratégias terapéuticas para o tratamento
do GBM.

Os triazenos (TZCs), classe de compostos de cadeia alifatica aberta que se caracterizam por
apresentarem trés dtomos de nitrogénio interligados em sequéncia (-N=N-N(H)-), tém se destacado,
pelo fato de ja terem sido comprovadas suas diversificadas atividades biologicas como, antitumoral,
antibacteriana e de nuclease quimica [7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14]. Os N1-Oxidos derivam dos TZCs
classicos pela substituicdo do atomo de hidrogenio (H) no fragmento -N(H) por uma fungdo hidroxila
(OH), resultando em um sistema tautdmero na forma de um N-6xido/N-hidroxido triazeno. Atuam
preferencialmente como quelatos frente a ions metalicos, principalmente os de transicao, promovendo
a formacdo de um anel com cinco membros livres de carbono, apresentando a capacidade de
coordenar-se tanto a metais de caracter mole quanto a metais de caracter mais duros [11, 14]. Estas
espécies tém diferentes aplicacbes na area bioldgica, especialmente no desenvolvimento de
medicamentos anticancerigenos [15,16].

Reportamos a avaliacdo da ativida bioldgica de trés moléculas TZCs N-oOxidos livres: M1 (3-
(4-clorofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido), M2 (3-(4-bromofenil)-1-feniltriazeno N;-0xido), M3(3-(4-
iodofenil)-1-feniltriazeno N;-0xido), trés complexos triazenidos de Cu(ll): C1 ({Bis[3-(4-chlorofenil)-
1-feniltriazenido N3-Oxido-x*N*, O*]cobre(1)}), C2 ({Bis[3-(4-bromofenil)-1-feniltriazenido N;-6xido-
©*N*, O*]cobre(11)}); C3({Bis[3-(4-iodofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-x’N*, O*]cobre(11)}) e seus
respectivos precursores: P1 (4-Clorofenil-amina); P2 (4-Bromofeni-amina) e P3 (4-lodofenil-
amina). A citotoxicidade foi determinada in vitro por meio do ensaio colorimétrico com o reagente
MTT, utilizando-se culturas de linhagens celulares tumorais do glioblastoma multiforme (U87MG e
T98G). A atividade antibacteriana foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo, através da

determinagdo da concentragdo inibitoria minima (CIM).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Moléculas triazenos N-6xidos selecionadas.

As moléculas N-Oxidos livres: M1 (3-(4-clorofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido), M2 (3-(4-
bromofenil)-1-feniltriazeno N;-6xido), M3(3-(4-iodofenil)-1-feniltriazeno N;-6xido), os complexos
triazenidos de Cu(ll): C1 ({Bis[3-(4-chlorofenil)-1-feniltriazenido N;-Oxido-x?N*, O*]cobre(I1)}), C2
({Bis[3-(4-bromofenil)-1-feniltriazenido N:-6xido-x*N*, O*]cobre(I)}); C3({Bis[3-(4-iodofenil)-1-
feniltriazenido Ni-6xido-x*N*, O*]cobre(l1)}) e seus respectivos precursores P1(4-Clorofenil-amina),
P2 (4-Bromofeni-amina) e P3 (4-lodofenil-amina), foram cedidas para investigacdo de suas atividades
bioldgicas, pelo Nucleo de Investigagdo de Triazenos e Complexos da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM), o NITriCO, através de parceria interlaboratorial. A sintese e caracterizacdo das
moléculas N-Oxidos livres foram elucidadas na publicagdo de Martins e colaboradores, no periddico
CrystEngComm em novembro de 2017 [17]. J& os complexos triazenidos foram sintetizados e
caracterizados por Morares (2013) [18].

2.2 Avaliacgdo da atividade citotoxica in vitro

2.2.1 Linhagens celulares e condigdes de cultura

A linhagem celular U87MG do glioblastoma multiforme, foi adquirida do Banco de células do
Rio de Janeiro (BCRJ, Rio de Janeiro, Brasil). Ja a linhagem T98G, foi gentilmente cedida pela Dra.
Valeria Valente, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) de
Araraquara, S8o Paulo, Brasil. Ambas as linhagens foram cultivadas em meio especifico conforme as
recomendacdes do BCRJ. Garrafas de poliestireno (Corning) 25cm? contendo as células e meio de
cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640— Sigma-Aldrich),suplementados com 10% de
soro fetal bovino (Cultilab) e 1% antibidticos (penicilina/estreptomicina), os quais, foram incubados a
uma temperatura de 37 °C, em incubadora com atmosfera umidificada e 5% de CO,. Os meios de
cultura foram substituidos a cada 2-3 dias, de acordo com o metabolismo das linhagens celulares.
Antes de atingirem a confluéncia (70-80% de sua densidade de saturacdo) as células foram submetidas
a subcultura para evitar eventual morte celular por excesso de células.

Para expansdo celular as células foram removidas mecanicamente da superficie do frasco de
cultura priméaria com auxilio de cell scraper. Em seguida, as células com meio de cultura foram
transferidas para tubos falcon (Corning) e centrifugados por 5 minutos a 1.500 RPM em centrifuga
(Eppendorf). O pellet formado foi ressuspenso em meio de cultura e repassado para uma garrafa de

75cm?®. Os estoques celulares foram mantidos em criotubos de congelamento, armazenadas em freezer
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a -80 °C. Em todos os procedimentos de cultivo celular foram observados os cuidados para a

manutencao da esterilidade.

2.2.2 Avaliacdo da viabilidade celular por ensaio colorimétrico - MTT

Para avaliar a citotoxicidade in vitro dos compostos, a viabilidade celular foi determinada pelo
ensaio colorimétrico com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) [19]. Este
método é baseado na reducdo do sal de tetrazolio (cor amarela) em cristais de formazan insolGveis (cor
purpura), pelas enzimas succinato desidrogenase mitocondriais presentes nas células vidveis [20].

Os experimentos com as linhagens celulares foram realizados com as células cultivadas na
quarta passagem ap6s o descongelamento. Apds a subcultura, os frascos de poliestireno contendo as
linhagens celulares em crescimento exponencial foram retirados da incubadora e o nimero de células
viaveis foi estimado por hemocitometria (cAmara de Neubauer), com auxilio do corante azul de tripan
0,4%. A densidade das suspensdes celulares foi ajustada para 5 x 10* células mL* (células aderentes),
sendo que exatamente 200 pL/poco contendo aproximadamente 10.000 células, foram adicionados a
microplacas de 96 orificios com fundo plano. As linhagens celulares T98G e U87MG foram
adicionadas nos pocos por 24 horas para aderéncia suficiente de células. A seguir, as células foram
incubadas com sete diferentes concentragdes dos compostos (1uM; 3uM; 6uM; 12uM; 25uM; 50uM;
100uM) por 24 h, a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO.. Além disso, foram
utilizadas culturas controle contendo células na auséncia dos compostos para fins de comparagao.

Apos o periodo de incubagdo, 20uL de solucdo salina estéril contendo MTT (5mg/mL) foi
adicionada aos pocos e as placas foram incubadas por mais 4 horas. Por conseguinte, 0 meio foi
removido cuidadosamente e os cristais de formazan dissolvidos pela adi¢do de 200 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO). A citotoxicidade foi detectada por meio da medida das absorbéncias a
570nm em leitora de microplacas (Anthos-2010). Os experimentos foram todos realizados em
triplicata e a viabilidade celular para cada concentracdo dos compostos foi expressa em porcentagem,
comparada com a obtida para os controles ndo tratados (100% de viabilidade). Os valores de ICso
(concentragdo necessaria para reduzir em 50% a viabilidade celular) foram calculasdos por meio de
curvas ndo-lineares apropriadas e expressos como valores médios + desvio padréo (DP).

Para fins de controle e comparacao, além da atividade citotoxica dos compostos testes, foram
avaliadas a atividade do medicamento antineoplasico de primeira escolha utilizado na pratica clinica
para o tratamento do glioblastoma multiforme: temozolomida - TMZ (temodal® - Schering-Plough).
Esse quimioterdpico representa a classe dos triazenos comercialmente disponiveis. Os valores de

citotoxicidade, em uM, dos compostos e medicamento antineoplasico, constam na tabela 1.
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2.3 Avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro

2.3.1 Cepas bacterianas

A avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro foi realizada frente a dez cepas bacterianas
sendo: seis padrdes de referéncia da colecdo American Type Culture Collection (ATCC) e quatro
isolados clinicos multirresistentes (MDR). As cepas encontravam-se armazenadas em caldo TSB
(Tryptic Soy Broth) contendo 15% de glicerol a - 20 °C. As ATCC Gram positivas utilizadas foram:
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e Micrococcus luteus
ATCC 7468. Ja as Gram negativas foram: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603.

Os quatro isolados clinicos MDR, foram obtidos de pacientes admitidos em um hospital
universitario de Santa Maria - RS, sendo: Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, os quais foram identificados
através de provas fenotipicas manuais e automatizadas pelo aparelho Vitek® 2 (BioMérieux,
Marcyl'Etoile, Franga), no Laboratério de Microbiologia do referido hospital, e cedidas para

realizacéo dos experimentos. O perfil de resisténcia desses isolados é apresentado na tabela 2.

2.3.2 Determinag&o da concentragdo inibitoria minima

A concentragdo inibitéria minima (CIM), definida como a menor concentra¢do do composto
gue impede o crescimento visivel do microrganismo, foi determinada pelo método padrdo de
microdiluicdo em caldo, seguindo-se o documento M7-A9 do Clinical and Laboratory Standards

Institute, 2012 (CLSI) [21]. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

2.3.3 Determinacdo da concentragdo bactericida minima

A analise da concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada conforme o método
descrito no documento M26-A do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLYS),
1999 [22].

2.4 Consideracdes Eticas

A utilizac8o dos isolados para pesquisa clinica foi aprovada pelo Comité de Etica e Pesquisa
sob CAAE 38850614.4.0000.5346. O cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético e Conhecimentos Tradicionais Associados (SisGen) € registrado sob o nimero AE78E18 -

Universidade Federal de Santa Maria.
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2.5 Analise Estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Tukey usando o
software GraphPad Prism 5 (GraphPad, San Diego, CA). Diferencas com p <0,05*, p<0,01**,

p<0,001*** foram consideradas significativas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os TZCs, ja possuem diversificada atividade bioldgica como, antitumoral, antimicrobiana e de
nuclease quimica, documentada em diferentes estudos [7, 8, 10, 11, 12, 13, 24]. Assim, n0osso grupo
de pesquisa investigou a atividade citotoxica de moléculas triazenos N-Oxidos e seus respectivos
precursores, frente a duas linhagens celulares tumorais do glioblastoma multiforme (U87MG e T98G).
Os valores de concentragdo inibitéria 50% (ICso), em UM, dos compostos, quanto incubados por 24
horas frente as linhagens tumorais do glioblastoma (U87MG e T98G) séo reportados na tabela 1.

Frente & linhagem sensivel U87MG, observamos significativo efeito citotoxico da molécula
triazeno N-Oxido M1 (ICso = 1.488 uM), sendo maior que os apresentados pelo quimioterapico padrao
temozolimida (ICso = 4.369 uM) e pelo respectivo complexo C1 (ICso = 29.05 uM). Por sua vez,
observamos que a molécula livre M2 (ICso = 4.839 uM), também apresentou atividade citotdxica
consideravel frente a esta linhagem, sendo seu efeito similar a0 TMZ (ICso = 4.369 puM), e
aproximadamente duas vezes maior que a apresentada pelo respectivo complexo C2 (ICsp = 7.334
uM).

Quando os compostos foram ensaiados frente a linhagem resistente T98G, o complexo C2
(ICs0 = 9.211 pM) destacou-se com valores citotoxicos proximos ao padrdo TMZ (ICso = 7.326 uM).
Essa atividade foi menor que a apresentada pela molécula livie M2 (ICsp = 11.42 pM). Estudos
relatam a resisténcia que as células T98G apresentam frente ao TMZ devido a superexpressao de
genes envolvidos com a execugdo de vias de reparo do DNA. [25, 26]

Os TZCs possuem atividade antibacteriana relatada em diferentes estudos [10, 11, 12, 13, 14].
Para Horner et al., 2008 [11] e Ombaka et al., 2012 [13], essa pode estar atribuida a propriedade
quelante a ions metalicos constituintes da parede celular das bactérias, que impedem sua sintese e
consequentemente, levam a morte celular. Dessa forma, avaliamos a atividade antibacteriana dos
compostos N-oOxidos, frente a diferentes cepas bacterianas padrdo de referéncia ATCC e isolados
MDR. Os valores de CIM e CBM dos compostos ensaiados sdo apresentados nas tabelas 3 e 4.

Entre 4s cepas ATCC e isolados multirresistentes ensaiados, destacamos o potencial
antibacteriano apresentado pelo complexo C3, que foi ativo tanto frente as cepas Gram positivas,
como Gram negativas ensaiadas. Destacamos sua maior atividade frente as cepas de E. faecalis
ATCC 29212 (CIM = 64 pug mL*; CBM = 64 pg mL™) e nos isolados MDR de S. aureus e E. faecium
ambos com iguais valores de CIM e CBM ( CIM =64 ug mL* e CBM =64 ug mL?) .
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Evidenciamos no estudo que os compostos ensaiados, apresentaram melhor atividade
antibacteriana, frente as cepas GP, corroborando com outros estudos da literatura que demonstram que
0s TZCs apresentam melhor atividade frente a esses microrganismos [11,12, 14]. Esse fenbmeno pode
ser explicado pelo fato de que bactérias GP possuem acidos teicdicos em suas membranas que
conferem carga negativa a superficie externa de suas células, auxiliando na entrada de ions positivos.
Dessa forma, complexos triazenidos com ions metalicos como C3, podem atuar sobre essas estruturas,
0 que justificaria a melhor atividade antibacteriana apresentada. Além disso, bactérias GN possuem
parede celular mais complexa, apresentando uma barreira a penetracdo de numerosas moléculas

antimicrobianas o que pode explicar a maior resisténcia encontrada [27, 28].



105

4 CONCLUSAO

Reportamos a avaliagdo da atividade bioldgica de trés moléculas triazeno N-6xidos livres: M1
(3-(4-clorofenil)-1-feniltriazeno Ni-0xido, M2 (3-(4-bromofenil)-1-feniltriazeno N:-6xido), M3(3-(4-
iodofenil)-1-feniltriazeno N:-Oxido), trés complexos triazenidos de Cu(ll): C1 ({Bis[3-(4-chlorofenil)-
1-feniltriazenido Ni-6xido-x*N*, O*]cobre(l1)}), C2 ({Bis[3-(4-bromofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-
©*N*, O*]cobre(11)}); C3({Bis[3-(4-iodofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-x°N*, O*]cobre(11)}) e seus
respectivos precursores: P1(4-Clorofenil-amina), P2 (4-Bromofeni-amina) e P3 (4-lodofenil-amina).
Os compostos ensaiados apresentaram atividade citotoxica variavel frente as linhagens do
glioblastoma multiforme (U87MG e T98G). Frente a linhagem U87MG, as molélulas N-Oxidos livres
apresentaram maior efeito citotoxico, destacando-se a atividade de M1 (ICso = 1.488 uM), que foi
aproximadamente trés vezes mais ativo que quimioterapico padrdo temozolimide (ICso = 4.369 em
UM). Na linhagem T98G, os complexos apresentaram maior atividade, dos quais destacamos o
complexo C2 (ICsp = 9.211 uM), cujos valores de ICso foram proximos ao apresentado pelo padrdo
temozolomide (ICsp = 7.326 uM), uma vez que é relatado que essa linhagem apresenta maior
resisténcia frente a esse quimioterapico, pela superexpressdo de genes envolvidos com a execucao de
reparo do DNA. Os TZCs apresentaram atividade antibacteriana, especialmente frente as cepas Gram
positivas. Assim, inferimos que M1 e C2 consituem potencial para descoberta de novos
medicamentos para o tratamento do glioblastoma multiforme, sendo necessario a realizagdo de
ensaios clinicos adicionais para avaliar os mecanismos de agdo envolvidos na citotoxicidade dessas

moléculas, para garantir sua seguranca e eficacia.
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Tabela 1 - Valores de 1Cs (M) das moléculas triazenos N-Oxidos livres (M1, M2, M3), complexos triazenidos de Cu(ll) (C1, C2, C3) e seus respectivos

precursores (P1, P2, P3), incubadas por 24h frente a linhagens celulares do glioblastoma multiforme (U87MG; T98G).

COMPOSTOS ICso valores (UM)
ENSAIADOS
U87TMG T98G
M1 1.488 +2.74 2247 +1.24
M2 4.839 +1.55 11.42+1.29
M3 8.402 + 1.38 26.82 £ 1.44
Cl 29.05+1.14 50.26 + 1.08
C2 7.334+£1.19 9.211+1.71
C3 13.16+1.41 17.48+1.71
P1 12.20+1.81 32.48+1.10
P2 22.60+2.20 21.03+1.29
P3 12.43+2.68 21.34+1.68
TMZ 4.369+1.10 7.326 + 2.65

M1: (3-(4-clorofenil)-1-feniltriazeno N;-0xido); M2 : (3-(4-bromofenil)-1-feniltriazeno N:-6xido); M3: (3-(4-iodofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido); C1
({Bis[3-(4-chlorofenil)-1-feniltriazenido  Ni-6xido-x?N', O*]Jcobre(I)}), C2 ({Bis[3-(4-bromofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-x*N*, O*]cobre(I)});
C3({Bis[3-(4-iodofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-x?N*, O“]cobre(l)}); P1: (4-Clorofenil-amina); P2: (4-Bromofeni-amina); P3: (4-lodofenil-amina);
TMZ: temozolamida; SRF: sorafenibe.

Fonte: Elaborada pela autora, 2021.
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Tabela 2 - Perfil de suscetibilidade dos isolados clincos MDR avaliados no estudo.

Isolados Clinicos Origen Antibioticos Antibioticos
MDR Clinica Resistentes Sensiveis
Acinetobacter baumannii Escarro AMP/SUL, PIP/TAZ, CEFO, CEFTR, CEFE, IMI, MERO, GEN, TIGE, COLI
CIP
Enterococcus faecium Swab Retal AMP/SUL, GEN, ERY, CLI, TEI, VAN LIN, TIGE, STR
Klebsiella pneumoniae Urina AMP, AMP/SUL, PIP/ITAZ, CEFE, CEF/AX, CEFTA, CEFTR, AMI
ERTA, IMI, MER, GEN, CIP, COL
Staphylococcus aureus Sangue BEN, OXA, LVX, ERY CEFTA, GEN, CLI, LNZ, DAPT,

TEI, VAN, TIG, NIT, RIF, SUT

AMI - amikacin, AMP/SUL — ampicillin/sulbactam, AMP - ampicillin, BEN - Benzylpenicillin, CEFE - cefepime, CEF/AX - Cefuroxime Axetil, CEFO —
cefoxitin, CEFU - cefuroxime, CEFTA - ceftazidime, CEFTR - ceftriaxone, CIP - ciprofloxacin, CLI - clindamycin, COL - colistin, DAPT — daptomicyn,
GEN - gentamycin, ERY - erythromycin, ERT - ertapenem, IMI - imipenem, LVX- levofloxacin, LNZ - linezolid, MER - meropenem, OXA - oxacillin, PEN
- penicillin, PIP/TAZ - Piperaciclina/Tazobactan, RIF — Rifamicyn, SUT- sulphamethoxazole/ trimethoprim, STR- streptomycin, TEI - teicoplanin, TIG -
tigecycline, VAN- vancomycin, NIT - Nitrofurantoin.

Fonte: Preparada pela autora, 2021.
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Tabela 3 - Atividade antibacteriana in vitro de compostos triazenos N-6xidos livres (M1, M2, M3), complexos triazenidos N-6xidos de Cu(ll) (C1, C2, C3)

e seus respectivos precursores (P1, P2, P3), frente & cepas bacterianas padrdo ATCC e isolados clinicos Gram positivos.

CEPAS ATCC Isolados Clinicos MDR

8 g S. aureus E. faecalis M. luteus S. aureus E. faecium

3 g ATCC 29213 ATCC 29212 ATCC 7468

g. < CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

S (ug mL™) (Mg mL™) (Mg mL™) (Mg mL™Y) (Mg mL™)
M1 >128 >128 >128 >128 >128 >128 =128 =128 >128 >128
M2 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
M3 >128 >128 >128 >128 =128 >128 >128 >128 >128 >128
C1 >128 >128 =128 =128 >128 >128 =128 >128 =128 >128
C2 >128 >128 >128 >128 =128 >128 >128 >128 >128 >128
C3 =128 >128 =64 =64 =128 =128 =64 =64 =128 =128
P1 >128 >128 >128 >128 >128 >128 =128 >128 >128 >128
P2 >128 >128 =128 > 128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
P3 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128

M1: (3-(4-clorofenil)-1-feniltriazeno N1-6xido); M2 : (3-(4-bromofenil)-1-feniltriazeno N;-6xido); M3: (3-(4-iodofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido); C1 ({Bis[3-
(4-chlorofenil)-1-feniltriazenido Ni-Oxido-x°N*, O*]cobre(1)}), C2 ({Bis[3-(4-bromofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-x*N*, O*]cobre(1)}) e C3 ({Bis[3-(4-
iodofenil)-1-feniltriazenido Ni-6xido-x*N*, O*]cobre(l1)}) P1: (4-Clorofenil-amina); P2: (4-Bromofeni-amina); P3: (4-lodofenil-amina).

Source: Preparado pela autora, 2021.
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Tabela 4 - Atividade antibacteriana in vitro de compostos triazenos N-6xidos livres (M1, M2, M3), complexos triazenidos N-oxidos de Cu(ll) (C1, C2, C3) e

seus respectivos precursores (P1, P2, P3), frente & cepas bacterianas ATCC e isolados clinicos Gram negativos.

CEPAS ISOLADOS CLINICOS
ATCC MDR
g g E. coli P. aeruginosa K. pneumoniae A. baumannii K. pneumoniae
g g ATCC 25922 ATCC 27853 ATCC 700603
g- 5 CIM cBM CiIM cBM CIM cBM CiMm CBM CIM cBM
S (ug mL™) (ug mL™) (ug mL™) (Mg mL™) (Mg mL™)
M1 >128 >128 =128 =128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
M2 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
M3 >128 >128 >128 >128 >128 >128 =128 >128 >128 >128
C1 >128 >128 =128 >128 >128 >128 =128 >128 >128 >128
C2 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
C3 =128 =128 >128 >128 >128 >128 =128 =128 =128 =128
P1 >128 >128 =128 >128 >128 =128 >128 >128 >128 >128
P2 >128 >128 >128 >128 >128 > 128 >128 >128 >128 >128
P3 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128

M1: (3-(4-clorofenil)-1-feniltriazeno N1-0xido); M2 : (3-(4-bromofenil)-1-feniltriazeno N;-6xido); M3: (3-(4-iodofenil)-1-feniltriazeno Ni-6xido); C1 ({Bis[3-
(4-chlorofenil)-1-feniltriazenido Ni-Oxido-x°N*, O*]cobre(1)}), C2 ({Bis[3-(4-bromofenil)-1-feniltriazenido Ni-Oxido-x*N*, O*]cobre(1)}) e C3 ({Bis[3-(4-
iodofenil)-1-feniltriazenido Ni-0xido-x°N*, O*]cobre(11)}) P1: (4-Clorofenil-amina); P2: (4-Bromofeni-amina); P3: (4-lodofenil-amina).

Fonte: Preparado pela autora, 2021.
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6 DISCUSSAO

Esta secdo apresenta uma viséo geral e uma breve discussao dos principais resultados
obtidos nos estudos de redirecionamento de medicamentos, envolvendo a sertralina e a
metildopa, bem como da investigacdo da atividade bioldgica das moléculas triazenos N-
oOxidos.

Dessa forma, a partir dos resultados apresentados na se¢io 5 (PUBLICACOES
CIENTIFICAS), verificamos que diferentes estudos tém descrito atividades antineoplésicas e
antimicrobianas de farmacos nédo-antibidticos (CHAN et al., 2017; HARBUT et al., 2015;
ROSA et al.; 2021). Esse fato torna cada vez mais interessante a investigacdo de possiveis
farmacos candidatos ao redirecionamento.

Assim, apresentamos no Artigo 1, intitulado “Antimicrobial and antineoplastic
properties of sertraline” 0 medicamento sertralina, amplamente utilizada na pratica clinica
para o tratamento dos transtornos da ansiedade e depressdo. Ao pesquisarmos esse farmaco,
verificamos que ha diferentes estudos publicados, reportando a atividade antineoplasica da
sertralina contra diferentes tipos de céanceres, como melanoma, glioblastoma, leucemia
mieldide aguda, linfoma, hepatocarcinoma e céncer de colon. Esses estudos foram
organizados e apresentados na tabela 1 do respectivo artigo.

Também sdo reportados (tabela 1), estudos in vitro e in vivo que demonstram que a
sertralina também apresenta atividade antibacteriana, antifingica e antiparasitaria contra
diferentes tipos de géneros e espécimes de microrganismos. Com base nos resultados do
estudo, sugerimos que o redirecionamento da sertralina constitui uma alternativa terapéutica
promissora para o tratamento das doencas neoplasicas e microbianas, especialmente as
ocasionadas por géneros bacterianos. Entretanto, estudos adicionais sobre 0s mecanismos de
acdo envolvidos nestas atividades sdo necessarios para tornar seu UuUsSO Seguro para O
tratamento dessas doengas.

Na continuidade de nossos estudos envolvendo o redirecionamento de
medicamentos, reportamos no Manuscrito 1 intitulado “In vitro evaluation of the
antibacterial activity of sertraline and methyldopa and their synergistic effects with
sulfamethoxazole/trimethoprim as an alternative in drug repositioning”, a analise da
atividade bioldgica e sinérgica in vitro da sertralina e do medicamento metildopa, utilizados
respectivamente para o tratamento da depressé@o e hipertensdo arterial. No estudo foi
investigado também, a interagdo desses farmacos com o antibacteriano,

sulfametoxazol/trimetoprima (SUT).
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No manuscrito 1, os valores de MIC e FICI (Tabela 2), demonstram que quando
avaliada a atividade isolada dos farmacos frente as cepas bacterianas analisadas, sertralina foi
particularmente mais ativa que metildopa, tanto frente as cepas padrdo Gram-positivas como
Gram-negativas, com atividade mais expressiva frente a E. faecalis ATCC 29212, E. coli
ATCC 35218 e M. luteus ATCC 7468, todos com valores de MICs = 16 pg.mL™.

Nos isolados clinicos MDR, sertralina foi ativa frente A. baumannii -1 (MIC = 16
ugmL™), E. faecium - 4 (MIC = 32 pugmL™?), E. faecium - 5 (MIC = 32 pgmL™?) e K.
pneumoniae - 8 (MIC = 32ugmL™). No estudo de Munoz-Bellido, Munoz-Criado e Garcia-
Rodriguez (2000), também foi relatado atividade antibacteriana da sertralina, entretanto os
valores de MIC obtidos frente a K. pneumoniae (CIM = 128 ugmL™) e A. baumannii (CIM =
64ugmL™t), foram superiores aos encontrados em nosso estudo. Por sua vez, na pesquisa
desenvolvida por Datisdar et al. (1986), metildopa demonstrou notavel atividade
antibacteriana em ensaio realizado frente a 405 cepas bactérianas Gram positivas e Gram
negativas, divergindo dos resutados encontrados em nosso estudo, em que o medicamento
metildopa apresentou menor atividade antibacteriana.

A utilizacdo de combinacgdes sinérgicas de medicamentos, para tratar infeccdes de
origem bacteriana, é uma préatica adotada ha tempos pela comunidade médica, uma vez que
apresenta vantagens em relacdo a terapia individual (EJIM et al., 2011; QIN et al., 2017,
ZILBERBERG et al.,, 2014). Farmacos nao-antibiéticos redirecionados podem apresentar
efeito antibacteriano tanto entre si quanto em combinagdo com antimicrobianos, constituindo
uma alternativa para superar o problema da fraca atividade dos regimes monoterapéuticos
(CHAN et al., 2017; ZHENG; SUN; SIMEONOV, 2018).

Quando investigado o efeito sinérgico da sertralina e metildopa com SUT, ocorreram
9 eventos de sinergismo com FICI <0,5, sendo esses, também relatadas na tabela 2. A
associacdo da sertralina com SUT foi sinérgica nas cepas padrdo ATCC de S. aureus ATCC
25923 (MIC = 8 ugmL™; FIC = 0,31) e S. aureus ATCC 29213 (MIC = 16 pgmL™?; FIC =
0,31), e nos isolados clinicos de E. faecalis -3 (MIC = 16 ugmL™; FIC = 0,5), E. faecium - 5
(MIC = 8 ugmL?; FIC = 0,5) e S. aureus - 9 (MIC = 16 pgmL™; FIC = 0,31). Ja quando
metildopa foi associada a SUT, ocorreu sinergismo em E. faecalis ATCC 29212 (MIC = 16
ugmL; FIC = 0,09), M. luteus ATCC 7468 (MIC = 32 pgmL™; FIC = 0,18 ) e S. aureus
ATCC 25923 (MIC = 16 pugmL™; FIC = 0,18). Nos isolados clinicos, essa associagdo foi
sinérgica somente em A. baumannii - 2 (MIC = 16 pgmL™; FIC = 0,15).

Foi observado que a combinacdo da sertralina com o SUT aumentou a eficacia desse

farmaco em varias cepas padréo e isolados clinicos analisados. Esses resultados nos levam a
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supor que a combinagdo de sertralina com o SUT é uma combinacdo vantajosa para o
tratamento de algumas infeccbes ocasionadas por determinadas cepas bacterianas.
CombinacBes de medicamentos sdo usadas como forma de combater a resisténcia de
microrganismos multirresistentes, pois aumentam o0 espectro de atividade dos
antimicrobianos, diminuem a dose efetiva desencadeando os efeitos sinérgicos, cuja
ocorréncia foi observada em nossa pesquisa.

Além desses resultados, verificou-se que a associacao da sertralina com metildopa,
também foi sinérgica em duas das cepas analisadas, sendo uma padrdo ATCC de S. aureus
ATCC 29213 (MIC = 16 ugmL™; FIC = 0,5) e outra no isolado de S. aureus — 10 (MIC = 16
ugmLt; FIC = 0,31).

O mecanismo de acdo antibacteriana da sertralina e da metildopa ainda ndo esta
totalmente elucidado. Estudos relatam que compostos que possuem anéis de benzeno na
estrutura, como a sertralina e a metildopa, podem apresentar atividade antimicrobiana
(Mandal et al. 2010). Munoz-Bellido, Munoz-Criado e Garcia-Rodriguez (2000) sugerem que
a acdo antibacteriana da sertralina pode ocorrer pela inibicdo das bombas de efluxo, uma vez
gue é consenso que este medicamento atua com este mecanismo nas células bacterianas.
Nosso entendimento da maior acdo antibacteriana da sertralina ocorrida pode estar associado
ao fato da mesma apresentar uma combinacao desses dois mecanismos de acao.

No estudo investigou-se também a CBM dos farmacos (Tabela 3), onde observamos
que a sertralina sozinha foi bactericida contra a maioria das cepas bacterianas, das quais
destacamos essa atividade frente ao isolado de E. faecalis - 3 (32ug mL™), uma vez que
poucos antibi6ticos apresentam essa capacidade. J& em metildopa, essa atividade foi pouco
observada. No entanto, quando esses medicamentos foram combinados, ocorreu
intensificacdo da atividade bactericida da sertralina, especialmente frente a K. pneumoniae
ATCC 700603 (MBC = 64ug mL™?), S. aureus ATCC 29213 (MBC = 32ug mL™?), e no
isolado de S. aureus - 9 (MBC = 32 pg.mL™).

O nivel de tolerdncia dos medicamentos (Tabela 4), determinados pela razéo
MBC/MIC como sendo bacteriostatica, se > 16, e bactericida, se < 4 (DAS et al. 2016),
demonstraram que sertralina foi bactericida contra a maioria das cepas padréo e contra todos
os isolados clinicos testados, estando de acordo com os achados de Serafin et al., 2020.

Na avaliacdo da atividade de clivagem do DNA plasmidial (pUC 18), observamos
um aumento na forma circular aberta em metildopa, sendo este um indicativo dessa
capacidade (Figura 10). Assim, investigamos o provavel mecanismo envolvido nesse

processo, e constatamos que ndo ocorreu inibi¢do da clivagem na presenca dos sequestradores
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de radicais livres utilizados, o que nos permite sugerir que o provavel mecanismo de acdo
envolvido, fosse o hidrolitico, similar ao promovido pelas nucleases naturais. Pelo que é de
nosso conhecimento esse € o primeiro relato de um farmaco anti-hipertensivo, exercendo
atividade de clivagem, entretanto, farmacos que clivam o DNA, como a bleomicina, ja sdo
utilizados ha anos na terapia anticancerigena (DOMINGUES et al., 2010; BRUNTON;
LAZO; PARKKER et al., 2006).

O fato dos TZCs apresentarem diversificada atividade bioldgica, como citotoxica e
antibacteriana, fez com que estes compostos fossem o foco de inUmeras pesquisas
(DOMINGUES et al., 2010; HORNER et al., 2008; MOHAMMADI, 2014; OMBAKA;
MUGUNA; GICHUMBI et al., 2012; PARAGINSKI et al., 2014; TIZOTTI et al., 2016).

Dessa forma, nos Manuscrito 2 e 3, demonstramos o0s resultados de nossos estudos
nos quais avaliamos a atividade de moléculas triazenos N-Oxidos e seus respectivos
precursores, frente a diferente linhagens celulares tumorais, bem como frente a diferentes
géneros e espécimes bacterianas.

No Manuscrito 2, intitulado “Avaliacdo in vitro de triazenos N-6xidos: atividade
citotdxica, antibacteriana e de nuclease quimica frente ao melanoma e carcinoma
hepatocelular” podemos observar na tabela 2, o resultado do ensaio de citotoxicidade das
moléculas TZCs. E possivel observar que entre os complexos triazenidos N-Oxidos de Cu(ll)
ensaiados, C3 ({Bis[3-(4-iodofenil)-1-feniltriazenidoN:-0xido-x?N*, O*]cobre(11)}) apresentou
resultados citotoxicos promissores frente as linhagens tumorais, inibindo a proliferacéo
celular de HepG2 (ICso = 2.672 uM) e B16F10 (ICs0= 3.950 uM) em concentracdes mais
baixas que as apresentadas pelos quimioterapicos padrdes, sorafenibe (ICso = 7.133 uM) e
temozolomida (ICso= 8.402 uM) respectivamente. Este complexo C3 também apresentou
maior atividade antibacteriana, tanto frente a cepas Gram positivas quanto Gram negativas,
cujos resultados sdo apresentados nas tabelas 3 e tabela 4 desse manuscrito.

Frente as cepas ATCC, C3 apresentou maior efeito bacteriostatico e bactericida frente
a E. faecalis ATCC 29212 (CIM = 64 pg mL*; CBM = 64 pg mL™?). Em S. aureus ATCC
25923, M. luteus ATCC 7468, e E. coli ATCC 25922, foi menos ativo com todas as cepas
apresentando iguais valores de CIM e CBM (CIM = 128 pg mL™; CBM=128 pug mL™).
Frente aos isolados MDR, a atividade de C3 foi maior frente a S. aureus (CIM =64 pgmL? e
CBM =64 pug mL™).

No que se refere a atividade de nuclease quimica, os compostos ensaiados ndo foram
aptos a clivar o DNA plasmidial nas concentragdes e condi¢des definidas de tempo, pH e
temperatura (3,75, 1,875 e 0,375 mM a pH 7,4 e pH 8,0 incubados a 37 ° C e 50 ° C por 24
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horas). Os resultados apresentados, permitem sugerir que o complexo C3 pode ser promissor
para a descoberta de metalofarmacos eficazes para o tratamento de canceres como melanoma
e hepatocarcinoma. Porém ensaios clinicos adicionais deverao ser realizados para verificar os
mecanismos de acdo envolvidos na citotoxicidade para garantir sua seguranca e eficassia.

No Manuscrito 3, intitulado “Avaliacdo da atividade biolégica de moléculas
triazenos N-Oxidos inéditas frente a linhagens celulares do glioblastoma multiforme:
U87MG e T98G”0s resultados de citotoxicidade sdo reportados na tabela 1 do respectivo
manuscrito.

Os compostos ensaiados apresentaram atividade citotoxica variavel frente as linhagens
do glioblastoma multiforme (U87MG e T98G). Frente a U87MG, as molélulas N-Oxidos
livres apresentaram maior efeito citotdxico, destacando-se M1 (ICso = 1.488 uM), que foi
aproximadamente trés vezes mais ativa que quimioterapico padrdo temozolimide (ICso =
4.369 uM). Ja frente a T98G, os complexos triazenidos N-6xidos de Cu(ll) apresentaram
maior atividade, onde C2 (ICso = 9.211 uM) apresentou valores de ICsq préximos ao do
quimioterapico padrdo temozolomide (ICso = 7.326 puM). Consideramos a atividade desse
complexo relevante, uma vez que € relatado que a linhagem tumoral T98G apresenta maior
resisténcia frente ao quimioterapico TMZ, pela superexpressao de genes envolvidos com a
execucdo de reparo do DNA (SOUZA; CRISTOFARO; SERAFIN et al., 2015; LEE et al.,
2016).

Nas tabelas 3 e 4, sdo apresentadas as atividades das moléculas TZCs frente a
diferentes cepas bacterianas. E possivel observar que as mesmas foram mais ativas
especialmente frente as cepas Gram positivas. Nossos resultados corroboram com outros
estudos da literatura, que relatam que compostos TZCs, apresentam maior atividade frente a
microrganismos Gram positivos (HORNER et al., 2018; PARAKINSKY et al., 2014).

Diante dos resultados de nosso estudo, sugerimos que MZ1(3-(4-clorofenil)-1-
feniltriazeno Ni-6xido) e C2 ({Bis[3-(4-bromofenil)-1-feniltriazenido Ni-Oxido-x*N?,
O*cobre(1N}) consituem potencial para descoberta de novos medicamentos para 0
tratamento do glioblastoma multiforme. No entanto, testes in vivo e ensaios clinicos
adicionais sdo necessarios para avaliar os mecanismos de ac¢do envolvidos para garantir sua

seguranca e eficacia.



117

7 CONSIDERACOES FINAIS

Em funcdo dos objetivos propostos neste trabalho e considerando os resultados
experimentais obtidos, pode-se concluir que:

e As moléculas triazenos N-oxidos livres (M1, M2, M3), complexos triazenidos N-
oxidos de Cu(ll) (C1, C2, C3), seus respectivos precursores (P1, P2, P3) e

medicamentos antineoplasicos ensaiados, apresentaram atividade citotdxica variavel.

e O complexo C3 apresentou resultados citotoxicos promissores frente as linhagens
celulares tumorais, inibindo a proliferacdo celular de HepG2 (ICso = 2.672 uM) e
B16F10 (ICso= 3.950 uM) em concentragcdes mais baixas que a apresentada pelos
quimioterapicos padrdes, sorafenibe (ICso = 7.133 uM) e temozolomida (ICso= 8.402

UM) respectivamente.

e A molécula TZCs N-6xido livre M1, foi mais citotoxica frente a linhagem do
glioblastoma multiforme U87MG (ICso = 1.488 uM), sendo aproximadamente trés

vezes mais ativa que quimioterapico padrdo temozolimida (ICso = 4.369 uM).

e O complexo C2 foi mais ativo frente a linhagem do glioblastoma multiforme T98G
(ICso = 9.211 uM), apresentando valores de I1Cso proximos ao apresentado pelo padréo
temozolomida (ICso = 7.326 pM).

e Os compostos triazenos N-0xidos livres, complexos triazenidos N-6xidos de Cu(ll), e
seus precursores, demonstraram moderada atividade frente as cepas bacterianas da
colecdo American Type Culture Collection (ATCC) e isolados clinicos MDR

ensaiados, sendo esta mais ativas frente aos microrganismos Gram positivos

e O complexos C3 apresentou atividade antibacteriana, tanto frente a cepas Gram
positivas quanto Gram negativas, com atividade bacteriostatica e bactericida
especialmente frente & E. faecalis ATCC 29212 (CIM = 64 pug mL™; CBM = 64 ug
mL1).
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e Nos isolados multirresistentes (MDR), C3 foi bacteriostatico e bactericida
especialmente frente a S. aureus (CIM = 64 ug mL™* e CBM = 64 pg mL™).

e As moléculas triazenos N-6xidos livres, complexos triazenidos N-6xidos de Cu(ll) e
seus respectivos precursores, nas concentracoes (3,75; 1,875 e 0, 375mM) e condicdes
definidas de pHs (7,4 e 8,0), temperaturas (37 °C e 50°C), e tempos determinados de

reacdo, ndo foram aptos a clivar o DNA plasmidial.

e Nos medicamentos, sertralina e metildopa, a anélise da atividade de nuclease quimica
mostrou que nas concentracdes (3,75; 1,875 e 0, 375mM) e condi¢Oes definidas de pHs
(7,4 e 8,0), temperaturas (37 °C e 50°C), e tempos determinados de reacdo, metildopa
clivou o DNA plasmidial, por provavel mecanismo hidrolitico, semelhante as nucleases

naturais.

¢ A atividade antibacteriana dos medicamentos redirecionados, demonstrou que sertralina
foi especialmente mais ativa que metildopa, tanto frente as cepas bacterianas padréo da
colecdo American Type Culture Collection (ATCC), bem como frente ao isolados

clinicos MDR ensaiados.

e A sertralina exerceu atividade bactericida frente a maioria das cepas bacterianas padrao
da colecdo American Type Culture Collection (ATCC), sendo também bacterida frente a

todos isolados clinicos MDR ensaiados.

e Em relagio ao indice da Concentragéo Inibitoria Fracionada (FICI) ocorreram 9 eventos

de sinergismo com FICI <0,5.

e A combinacéo entre sertralina e metildopa, foi sinérgica em duas das cepas analisadas,
sendo uma padrdo ATCC de S. aureus ATCC 29213 (MIC = 16 pgmL*; FIC = 0,5) e
outra no isolado de S. aureus — 10 ((MIC = 16 pgmL™; FIC = 0,31).

A associacdo da sertralina com SUT foi sinérgica nas cepas padrdo ATCC de S. aureus
ATCC 25923 (MIC = 8 pugmL™?; FIC = 0,31) e S. aureus ATCC 29213 (MIC = 16
ugmLt; FIC = 0,31), e nos isolados clinicos de E. faecalis -3 (MIC = 16 ugmL™; FIC =



119

0,5), E. faecium - 5 (MIC = 8 ugmL™; FIC = 0,5) e S. aureus - 9 (MIC = 16 ugmL™;
FIC = 0,31).

A combinacdo da sertralina com o SUT aumentou a eficacia desse farmaco em varias
cepas padréo e isolados clinicos analisados. Esses resultados nos levam a supor que a
combinacéo de sertralina com o SUT é uma combinacdo vantajosa para o tratamento de

algumas infeccdes causadas por cepas bacterianas.

A associacdo de metildopa com SUT, foi sinergica frente a E. faecalis ATCC 29212
(MIC = 16 ugmL*; FIC = 0,09), M. luteus ATCC 7468 (MIC = 32 ugmL; FIC = 0,18
) e S. aureus ATCC 25923 (MIC = 16 ugmL™; FIC = 0,18). Nos isolados clinicos, essa

associacdo foi sinérgica somente em A. baumannii - 2 (MIC = 16 ugmL™; FIC = 0,15).

Metildopa mostrou-se capaz de clivar o DNA plasmidial (pUC18) por intermédio de

reacOes em diferentes, concentracGes e pHSs.

O nivel de tolerdncia demonstrou que a sertralina apresentou atividade bactericida
frente a maioria das cepas padrdo ATCC analisadas e frente a todos os isolados MDR
ensaiados.

Diante dos resultados apresentados pelos medicamentos redirecionados, propomos a
sertralina como uma op¢do promissora para o tratamento de infec¢des ocasionadas por
microrganismos MDR, pois esta demonstrou significativa atividade antibacteriana

frente aos isolados ensaiados, tendo sua acdo potencializada quando associada a SUT.

Sugerimos que a atividade antibacteriana da sertralina, pode estar relacionada a sua
estrutura quimica, pois  apresenta  anéis de benzeno. Com tudo, estudos
complementares sdo necessarios para entender 0s possiveis mecanismos de acao,
toxicidade, efeitos in vivo, entre outros, para que o farmaco possa ser seguro para uso no

tratamento de infecgdes, especialmente as de origem bacteriana.
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