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RESUMO
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As neoplasias constituem uma das principais causas de morte no mundo e vém
preocupando a comunidade médica e cientifica, visto que a maioria dos antineoplasicos ndo
age de forma vetorizada nas células cancerosas, desencadeando inimeros efeitos colateriais e,
em determinados casos, refratariedade ao tratamento. Ndo menos preocupante, sdo as
resisténcias adquiridas pelas bactérias, as quais culminam em cepas com fenémeno de
multirresisténcia aos farmacos disponiveis comercialmente. Neste contexto, muitos grupos de
pesquisas 0s quais adotam a quimica medicinal, voltam seus estudos para a descoberta de
novas moléculas que possam constituir abordagens terapéuticas mais seletivas e com menos
efeitos colaterais que as existentes atualmente. Os compostos triazenos representam uma
classe de compostos com ampla versatilidade farmacol6gica com comprovadas atividades
antitumorais e antimicrobianas. De maneira semelhante, considerando os resultados de varios
estudos relevantes, complexos de Paladio(Il) vém sendo considerados como promissores
agentes terapéuticos. Em vista disso, foram sintetizados dois compostos inéditos, sendo um
ligante triazeno e um complexo triazenido com paléadio(ll), os quais de acordo com as normas
de nomenclatura da IUPAC, foram assim denominados, respectivamente: 1,3-Bis(4-
sulfonamidafenil)triazeno (1) e {trans-bis-[1,3-bis-(4-sulfonamidafenil)triazenido-
«N*]bis(piridina kN -)paladio(I1)}{tetra(piridina-
kN)paladio(11)}bis(potéssio)}-monohidratado (2). Avaliamos o potencial citotoxico desses
compostos através do ensaio colorimétrico com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio (MTT). As células mononucleares de diferentes tipos de leucemia e a amostra
controle, foram incubadas durante 24 horas com 0s compostos nas concentracdes 12,5, 50 e
100 pmol mL™. Para analisar a atividade antimicrobiana dos compostos, utilizou-se a
metodologia quantitativa microdiluicdo em caldo, com a determinagdo da concentragdo
inibitéria minima (CIM), frente a bactérias gram positivas e gram negativas. Os resultados
demonstraram que 0S compostos apresentaram citotoxicidade importante nas amostras
testadas, porém o composto 2 obteve menores 1Cso que o 1. Diferengas significativas entre 0s
compostos foram observadas nas amostras de LMC e nas concentracdes 12,5 e 50 pmol mL™.
A atividade antibacteriana encontrada foi de estreito espectro, voltada as cepas gram
positivas.

Palavras-chave: Triazenos. Paladio. Citotoxicidade. Atividade antibacteriana. Leucemia.
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Neoplasms are a major cause of death worldwide and have been worrying about the
medical and scientific community, as most anticancer vector does not act on cancer cells,
triggering numerous side-effects and, in some cases, resistance to treatment. No less worrying
is the resistance acquired by bacteria, which culminate in strains with the phenomenon of
multi-drug resistance commercially available. In this context, many research groups that
adopted the medicinal chemistry, turn their studies to the discovery of new molecules that
may be more selective therapeutic approaches with fewer side effects than currently exist.
Triazenes compounds represent a class of compounds having wide versatility with proven
pharmacological antimicrobial and antitumor activities. Similarly, considering the results
from several studies relevant complexes of palladium (1) have been considered as promising
therapeutic agents. As a result, two novel compounds were synthesized, and a binder, and a
triazene triazenido complex with palladium (11), which according to the IUPAC nomenclature
rules were so named, respectively: 1,3-Bis(4-sulfonamidephenyl)triazene (1) and {trans-Bis-
[1,3-bis-(4sulfonamidephenyl)triazenide]bis(piridine)palladium(I1)}{piridine)4palladium(l1)}
{potassim(l)}.water (2). We assess the cytotoxic potential of such compounds by colorimetric
assay bromide 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium  bromide (MTT).
Mononuclear cells from different types of leukemia and control samples were incubated for
24 hours with the compounds at concentrations 12.5, 50 and 100 pmol mL™. To examine the
antimicrobial activity of the compounds we used the measurement method of broth
microdilution by determining the minimum inhibitory concentration (MIC) against the gram
positive and gram negative bacteria. The results showed that the compounds showed
significant cytotoxicity in the tested samples, but the compound 2 had lower ICsy than 1.
Significant differences were observed between the compounds in the samples of CML and at
concentrations 12,5 e 50 umol mL™. The antibacterial activity was found narrow spectrum,
focused on gram-positive strains.

Keywords: Triazenes. Palladium. Cytotoxicity. Antibacterial activity. Leukemia.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

1.1.1 Consideracdes basicas e epidemiologia

O céncer, também denominado de neoplasia, representa uma das doengas que mais
causa temor na sociedade, por ter se tornado um estigma de mortalidade e dor (ALMEIDA et
al., 2005), sendo responsavel por uma em cada oito mortes em todo o mundo (FERLAY et al.,
2010; GARCIA et al., 2007).

Caracteriza-se por um processo comum a um grupo heterogéneo de mais de cem
doencas distintas, as quais diferem nos fatores de risco e epidemiologia, e provém de
alteracdes de diversos tipos celulares e 6rgdos do corpo humano. Essas alteracfes podem ser
devido a mutagdes no préprio DNA ou também modificacbes epigenéticas, as quais vdo se
acumulando de maneira gradual no interior da célula (STRATTON; CAMPBELL,;
FUTREAL, 2009).

Devido as alteracGes ocorridas, ha uma proliferacdo relativamente descontrolada de
células, sobressaindo-se a morte celular adequada, as quais podem invadir as fronteiras de
tecido normal e também desencadear metastases em 6rgaos distantes (CASSIDY, et al., 2010;
STRATTON; CAMPBELL; FUTREAL, 2009).

As condicBes para que células cancerosas se desenvolvam, estdo atreladas tanto a
fatores intrinsecos (condi¢Ges imunologicas, predisposicdes genéticas ligadas a desordens
hormonais, mutacdes hereditarias) quanto a fatores extrinsecos (agentes fisicos: radiagdes
ultravioletas; agentes quimicos: monéxido de carbono, cianeto, amonia, nitrosaminas —
presentes no tabaco; agentes bioldgicos: microrganismos infecciosos, entre outros) (KROEFF,
2004; MARTINS; FILHO; PIRES, 2011).

Os fatores ambientais (externos) sdo responsaveis por cerca de 80% de todos os
canceres, sobejando apenas uma pequena taxa, para os fatores intrinsecos. Esses dados
percentuais podem vir a colaborar para a prevencdo da incidéncia de novos casos de cancer,
visto que, mudancas no estilo de vida das pessoas poderdo contribuir para uma diminuigéo de
novos casos (ALMEIDA et al., 2005; BRASIL, 2011).
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Em 2005 foi publicada a Portaria 741/05 pelo INCA, instituindo novas diretrizes para
0 modelo de gestdo da atengdo oncoldgica. Essa Portaria objetivou integrar de forma bem
esclarecedora, a assisténcia, prevencao, ensino e pesquisa, promovendo melhor qualidade na
atencdo oncologica (BRASIL, 2011).

Apesar das inimeras pesquisas direcionadas as neoplasias e aos avangos na terapia
antineoplasica, sua incidéncia vém aumentando. Estimativas mundiais da incidéncia do cancer
apontam um aumento de 50% para o ano de 2020, com 15 milhdes de casos novos
(GUANCHE et al., 2007). J& no Brasil, para 2013, conforme dados do INCA, sdo esperados
aproximadamente 518.510 casos novos de cancer (BRASIL, 2011).

Nos paises em desenvolvimento, a incidéncia do cancer estd aumentando devido a
fatores como crescimento e envelhecimento da populacdo, bem como, a adocao de estilos de
vida os quais propiciam o surgimento de células cancerosas, como tabagismo, inatividade
fisica e dietas ditas ocidentalizadas (FERLAY et al., 2010).

As principais abordagens para o tratamento do c&ncer envolvem excisdo cirlrgica,
radioterapia e quimioterapia, porém outras vém sendo pesquisadas, como: imunoterapia,
modificadores da resposta imunologica (interferons e fator de crescimento hematopoiético) e
terapia com genes (FERNANDES; MELLO, 2008; MARTINS; FILHO; PIRES, 2011).

A maioria dos antineoplésicos, em especial os agentes citotoxicos, apresenta indice
terapéutico (IT) baixo, fato que contribui para que os farmacos fiquem mais propensos a
ocasionar efeitos colaterais significativos nos pacientes. Por essa razdo, terapias direcionadas
aos alvos moleculares continuam sendo extensamente pesquisadas (BRUTON; LAZO;
PARKER, 2007).

Em vista disso, torna-se necessario a implementacao de estratégias a fim de que essas
estimativas aterrorizantes possam ser contornadas. Tais artificios incluem uma ampla
divulgacdo a populacdo de que os fatores extrinsecos sdo 0s maiores responsaveis pelo
surgimento de novos casos de canceres, politicas de prevencdo e esclarecimento,
desenvolvimento eficiente de novas abordagens terapéuticas, estratagemas para prevencgao e
deteccdo precoce e assisténcia aos enfermos (STEWART; COATES, 2005).

1.2 Leucemias

1.2.1 Consideracdes gerais e epidemiologia



16

A formacéo das células sanguineas, denominada de hematopoese, acontece na medula
6ssea (MO) a partir de células precursoras (Figura 1). Essas células dardo origem as hemécias
(eritrocitos), aos leucocitos (neutrdfilos, monacitos, eosinofilos, baséfilos e linfocitos) e as
plaquetas. (SANTANA-LEMOS; JACOMO; SANTOS, 2007; BAIN, 2007).

Quando o amadurecimento das células sanguineas ocorre totalmente na MO, sdo ditas
células de origem mieldide, ja nas de origem linfoide, esse amadurecimento depende também
de 6rgdos linféides (linfonodos, baco, timo) (SANTANA-LEMOS; JACOMO; SANTOS,
2007).
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Figura 1 — Modelo simplificado do processo de diferenciacao das células hematopoiéticas.
CFU-Bas: Unidade Formadora de Colénias Basofilicas

CFU-Eo: Unidade Formadora de Col6nias Eosinofilicas

CFU-GM: Unidade Formadora de Col6nias Granulociticas-Monociticas.

Fonte: Adaptado de SANTANA-LEMOS; JACOMO; SANTOS (2007).

O termo leucemia deriva das palavras gregas Leukds (branco) e haéma (sangue),

significando sangue branco. Esse termo foi criado em 1847, pelo entdo considerado pai da
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patologia moderna, o0 médico alemdo Rudolf Virchow (SANTANA-LEMOS; JACOMO;
SANTOS, 2007).

A palavra leucemia € um termo amplo, referindo-se a um grupo bastante heterogéneo
de neoplasias hematoldgicas de origem clonal, as quais sdo resultados da transformacéo
parcial ou total das células blasticas (FORONES et al., 2005; QADIR et al., 2006;
SANTANA-LEMOS; JACOMO; SANTOS, 2007; GILART et al., 2011).

Caracterizam-se por uma proliferacdo anormal e descontrolada de células normais
leucocitarias (da série mieldide ou linféide), resultando em leucOcitos imaturos ou
disfuncionais no sangue circulante, os quais interferem na regulacgdo fisioldgica da MO. Essa
alteracdo funcional acarreta na diminuicdo da producdo de leucécitos normais bem como
alteracdes nos eritrocitos e plaquetas, conduzindo a quadros de anemia, infeccdes, coagulacédo
sanguinea alterada e supressdo do sistema imunoldgico (FORONES et al., 2005; GILART et
al., 2011; NOOR; BELL; WARD, 2011).

Em vista disso, multiplas alteracdes fisiopatologicas sdo geradas pela leucemia, entre
as quais destacam-se: anemia, fraqueza, neutropenia, trombocitopenia, febre, hemorragia,
fadiga, mal-estar, perda de peso inexplicavel, dispneia (GOLDMAN; AUSIELLO, 2005;
ACAR et al., 2007; LOPES, 2009).

A etiologia da doenca ndo é evidente, porém alguns fatores podem elevar os riscos de
desencadear a patologia. Exposicdo as radiacBes ionizantes e as substancias quimicas
carcinogénicas, anormalidades cromossdmicas constitucionais, policitemias, viroses,
tabagismo, sindrome de Down e anormalidades genéticas intrinsecas, constituem alguns
desses fatores que predispdem ao surgimento das leucemias (COLBY-GRAHAM; CORDAS,
2003; BRASIL, 2011).

A sintomatologia no inicio da leucemia nao é observada devido ao escasso nimero de
células anormais. Os primeiros sintomas irdo aparecer quando as células leucémicas atingirem
a concentracdo de 10 - 10%. O clone da célula maligna se infiltra na medula éssea e
circulacéo sistémica, provocando alteracdes fisioldgicas, podendo ser observado hemorragias,
namero de neutrofilos e plaquetas reduzidos, cansago, perda ponderal, dores abdominais e
inclusive alteracdo funcional do sistema nervoso central (SILVEIRA; ARRAES, 2008).

No que se refere a classificacdo das leucemias, em 1976, um grupo formado por
hematologistas Franceses, Americanos e Britanicos (FAB) desenvolveram uma classificacéo
baseando-se nos aspectos clinicos, citoquimicos e morfoldgicos, considerando o grau de

maturidade e a taxa de proliferagdo das células leucémicas (BENNETT, 1976).
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Devido a origem dos hematologistas, a classifica¢do ficou reconhecida com o nome de
FAB e dividiu as leucemias em quatro principais categorias: Leucemia Linfocitica Aguda
(LLA), Leucemia Linfocitica Cronica (LLC), Leucemia Miel6ide Aguda (LMA) e Leucemia
Mieloide Cronica (LMC). Para as leucemias agudas, foram determinados subtipos sendo que
a LLA subdividiu-se em L1, L2 e L3 e para a LMA, propuseram os subtipos MO, M1, M2,
M3, M4, M5a, M5b, M6 e M7, de acordo com o estagio de desenvolvimento celular.
(BENNETT, 1976; MENDONCGCA, 2003; FARIAS; CASTRO, 2004).

Nas leucemias agudas, ha o predominio de células imaturas (blastos) na MO, ao passo
que nas leuceminas cronicas, o que se observa € a presenca de células em um estado de maior
maturacdo. As células leucémicas podem ser encontradas em local extramedular, como o
figado, os rins, o baco e os ganglios linfaticos (PUI; RELLING; DOWNING, 2004;
BUCCHERI; LORENZI, 2006).

Posteriormente, a Organizacdo Mundial da Salde (OMS), elaborou uma nova
classificacdo correlacionando o comportamento clinico com as caracteristicas morfoldgicas,
imunoldgicas e citogenética e moleculares. Essa classificacdo considera as neoplasias do
tecido linfoide e hematopoiético e obteve um consenso mundial na 42 edi¢cdo (2008), sendo
hoje adotada entre os especialistas da area e os pesquisadores do mundo todo (PAES, 2002;
CAMPO et al., 2011). Em 2011, pesquisadores langam uma proposta visando atualizar a
padronizacdo terminoldgica da classificagdo da OMS, em lingua portuguesa (ZERBINI, et al.,
2011).

Estimativas atuais do INCA, vélidas para 2013, apontam a incidéncia de 4.570 casos
novos de leucemia em homens e 3.940 em mulheres. Os referidos valores correspondem a um
risco estimado de cinco novos casos a cada cem mil homens e quatro/cem mil mulheres. Para
0 estado do Rio Grande do Sul, 670 casos novos dessa patologia sdo esperados (BRASIL,
2011).

Em relagdo a sobrevida, devido as diferengas no acesso ao tratamento, nota-se uma
relevante disparidade entre as popula¢des. Considerando um espacgo de tempo de cinco anos,
os homens dos Estados Unidos e da Europa Ocidental apresentam sobrevida de 43%, ja no
Japdo essa taxa cai para 25%, ao passo que na América do Sul, verifica-se a porcentagem de
24%. Essa taxa reduz-se ainda em paises como india, Tailandia e Africa subsaariana, onde os
valores demonstrados séo 24%, 19% e 15%, respectivamente (BRASIL, 2011).

No que dizem respeito as taxas encontradas na infancia e adolescéncia, dos individuos
com acesso aos tratamentos, a sobrevida alcangada em cinco anos é de 80% (BRASIL, 2011).

Levando em consideragéo os tipos de leucemia, verifica-se que os patamares de sobrevivéncia
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para a LLA elevaram, encontrando-se hoje em mais de 80%. Por outro lado, para a LMA,
apesar das taxas estarem subindo, verifica-se uma faixa de 50-70% de sobrevivéncia, ao passo
que para a LMA-M3, esse valor é superior a 80% (ABRALE, 2012).

1.2.2 Abordagens terapéuticas

De modo geral, na terapia antineoplésica estdo inseridos regimes de quimioterapia
podendo ser complementado por radioterapia ou transplante de células-tronco
hematopoiéticas (CTHSs). Os agentes antineoplasicos sdo utilizados de maneira isolada ou em
associacdo, denominada de poliquimioterapia (NOOR; BELL; WARD, 2011).

De acordo com o tipo de leucemia, diferentes protocolos de tratamentos séo
preconizados. A terapéutica moderna tem seus conceitos baseados no diagnostico e
tratamento individualizado (HAFERLACH et al., 2005; LUQMANI, 2005).

O objetivo primério da quimioterapia é destruir ao maximo as células neoplasicas
(remissdo completa), causando o menor dano possivel nas sadias. A quimioterapia utiliza
farmacos citotdxicos os quais visam a morte celular por apoptose (a qual causard dano ao
DNA, aos componentes lipidicos de membrana celular e as proteinas celulares) ou a
modificacdo de processos intracelulares que vdo convergir para esse desfecho (LUQMANI,
2005; OLIVEIRA et al., 2012).

A quimioterapia pode ser dividida em agentes ciclo-celular especificos (agentes
hormonais, antimetabdlitos, produtos naturais e enzimas) e ciclo-celular ndo especificos
(produtos naturais, complexos de coordenacdo da platina e agentes alquilantes), de acordo
com 0 seu mecanismo de acdo, esquema demonstrado na Figura 2 (ALMEIDA et al., 2005;
NOBILI et al., 2009).
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Sites of action of cytotoxic agents
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Figura 2. Sitio de acdo dos agentes citotoxicos.

Fonte: LUQMANI (2005)

As etapas envolvidas no tratamento sdo: inducdo da remissdo, consolidagdo e
manutencdo. Na primeira, comumente lanca-se mao da poliquimioterapia, fato que favorece a
remissdo completa e contribui também para uma queda no risco de resisténcia tumoral. A
consolidacdo e a manutencdo tém por finalidade a prevencdo da recorréncia da doenca.
Naquela, de modo genérico sdo utilizados os mesmos esquemas terapéuticos da fase de
indugéo e alguns farmacos extras. Por fim, na manutencéo séo utilizadas doses reduzidas do
protocolo preconizado na indu¢do (NOOR; BELL; WARD, 2011).

Embora o objetivo primério da quimioterapia seja a destruicdo vetorizada para as
células neoplasicas, a maioria dos agentes quimioterapicos atua em alvos moleculares de
forma ndo seletiva, desencadeando fendmenos de resisténcia e efeitos colaterais. (REIS, 2006;
OLIVEIRA et al., 2012). Em vista disso, inimeros esfor¢os vém sendo feitos pelos grupos de
pesquisas a fim de que possam desenvolver uma nova molécula capaz de atuar de forma mais
especifica e seletiva nos alvos moleculares. (BRANDAO, 2010; ZHU et al., 2012).
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1.2.3 Leucemias agudas

As leucemias agudas (LA) sdo doencas heterogéneas, tanto sob o aspecto morfoldgico
como sob o aspecto bioldgico. O progresso das LA da-se de maneira bastante rapido, afetando
a maior parte das células primitivas imaturas, fazendo com que essas percam a capacidade de
desempenho normal de suas funcdes.

O processo neoplasico que da origem ao clone leucémico pode surgir em diversas
fases do desenvolvimento das diferentes linhagens celulares da MO. Com o intuito de separar
estas doencas de acordo com suas semelhangas, identificou-se dois grandes grupos de LA
com evolucdo clinica e respostas terapéuticas distintas, as chamadas LLA e LMA
(BUCCHERI; LORENZI, 2006; ELMAN; PINTO E SILVA, 2007; ZERBINI et al, 2011).

1.2.3.1 Leucemia Linféide Aguda

A LLA é uma patologia maligna derivada da producédo descontrolada e exacerbada de
células linfoides indiferenciadas (linfoblastos), as quais acumulam-se na MO e também
extramedularmente. Além disso, observa-se o bloqueio da producdo normal de leucdcitos,
heméacias e plaquetas (HAMERSCHLAK, 2008). Representa 0 cancer mais comum em
criancas, sendo responsavel por 75% de todas as LA infantis. Na faixa etaria de 2 a 5 anos é
que se verifica o pico de incidéncia dessa doenca (PUI; ROBISON; LOOK, 2008; PIETERS;
CARROL, 2008; ONCIU, 2009). Além disso, é mais frequente em meninos, e verificam-se
nimeros mais elevados em pessoas da raca branca (ONCIU, 2009).

As causas, na grande maioria das vezes, ndo sdo perceptiveis, porém o0s aspectos
clinicos notam-se em decorréncia da elevada concentracdo de células leucémicas. Entre eles,
podem-se ser verificados hepatoesplenomegalia, linfonodomegalia, dor Ossea, palidez e
quadros hemorragicos (BAIN, 2007).

Considerando a linhagem precursora, a LLA pode ser LLA-B (linfdcitos B) ou LLA-T
(linfocitos T). LLA-B de células B precursoras respodem por 85% dos casos; LLA-B de
células maduras por 1-2% e os demais casos correspondem ao subtipo de células T
(PIETERS; CARROL, 2008). Segundo classificagio FAB, levando em conta as
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caracteristicas morfoldgicas dessa patologia, ela pode ser subdividida em L1, L2 e L3
(FARIAS; CASTRO, 2004; BAIN, 2007).

A LLA L1 (leucemia linfocitica com diametro celular pequeno), apresenta blastos
pequenos ou meédios e de aparéncia uniforme, apresentando cromatina fina ou aglomerada e
nacleo regular com citoplasma escasso e as vezes com presenca de vacuolos. Ja na LLA L2
(leucemia linfocitica com didmetro celular grande), os blastos sdo heterogéneos, apresentam
cromatina nuclear delgada, nucleo de forma irregular, contendo um ou mais nucléolos e
presenca de citoplasma abundanete. Por fim, na LLA L3 (leucemia linfocitica com diametro
celular grande), ha presenca de células homogéneas, cromatina delgada, nucleo regular
redondo ou oval (FARIAS; CASTRO, 2004; BAIN, 2007).

O tratamento da LLA é demorado, tendo sua duracdo entre dois a trés anos. As
abordagens terapéuticas, depedendo do centro de tratamento, podem sofrer algumas
alteracbes, porém o0s novos protocolos contemplam cinco etapas: inducdo da remissdo,
consolidagdo da remissdo, intensificagdo, consolidacdo tardia e manutencdo da remissao
(CAZE; BUENO; SANTOS, 2010).

1.2.3.2 Leucemia Mielbide Aguda

As LMA’s constituem um grupo heterogéneo de doencas caracterizado pela
multiplicacdo descontrolada de células progenitoras mieldides, culminando em um elevado
namero de mieloblastos na MO e 6rgdos adjacentes comprometendo assim o funcionamento
normal da hematopoese (HAMERSCLAK, 2008; JACOMO; FIGUEIREDO-PONTES;
REGO, 2008).

Em decorréncia da atividade hematopoiética alterada, ha reducdo na producdo de
hemacias, plaquetas e leucdcitos. A grande queda na contagem de plaquetas acaba deixando o
paciente suscetivel a hemorragias, enquanto que a reducdo no nimero de leucécitos esta
associada a uma maior predisposi¢do de adquirir infeccdo, e o decréscimo das hemacias pode
desencadear anemia e fadiga no enfermo (BAIN, 2007).

A incidéncia de casos de LMA em criancas € baixa, representando taxas pediatricas de
15 a 20%. Em pacientes mais jovens, a incidéncia é de 2-3 casos a cada cem mil, elevando-se
para 13 a 15 casos a cada cem mil aos 70-80 anos. Considerando as taxas de sobrevida para

pacientes com idade inferior a 15 anos, a literatura relata taxas entre 60 a 70%, valores esses
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bem inferiores relacionando com os casos de LLA, onde ja se obtém mais de 80% de
sobrevida. (RUBNITZ; GIBSON; SMITH, 2008; BURNETT; WETZLER; LOWENBERG,
2011; GIBSON et al., 2011; PUl et al., 2011).

A etiologia da LMA ndo é perceptivel na maioria dos casos, porém em certos
pacientes pode-se correlacionar com frequentes exposi¢des ao benzeno, radia¢des ionizantes e
quimioterapia, podendo também estar associada com a anemia de Fanconi e a Sindrome de
Down (HAMERSCLAK, 2008).

Sintomas como palidez, hepatomegalia, esplenomegalia, linfadenopatia, febre,
faringite, hemorragias, dor nos 0ssos, hipertrofia gengival, perda de apetite, perda ponderal,
infiltracdes cutaneas, podem ser considerados como suspeita clinica de LMA (BAIN, 2007).

Diversos tipos celulares podem ser vistos ao exame microscopico de sangue periférico
ou aspirado de MO de pacientes com LMA. Levando em consideracdo essa diversidade
celular, essa patologia foi subclassificada em oito subtipos, segundo a classificacdo FAB

(Quadro 1) (BENNETT, 1976; BAIN, 2007; SILVEIRA; ARRAES, 2008; HAMERSCLAK,

2008).

(continua)
SUBTIPO DEFINI(;AO CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
MO Leucemia mieldide de blastos muito Blastos muito indiferenciados, citologia e
indiferenciados imunocitoquimica ndo definem dados especificos.
M1 Leucemia mieloblastica sem Mais de 30% de blastos indiferenciados. As vezes, ha
maturacgéo presenca de bastonetes de Auer.
M2 Leucemia mieldide com maturacéo Mais de 30% de blastos indiferenciados. Citoplasma
com granulos azurdfilos e BA.
M3 Leucemia Promielocitica aguda > 10% de promielocitos atipicos e hipergranulares. BA
s&o comuns e nacleo reniforme ou bilobado.
M3v e Leucemia promielocitica (variante | Promieldcitos atipicos com granulac@es finas; o nlcleo
Variante microgranular e hiperbasofilica) pode apresentar forma semelhante a rim; na variante

hiperbasofilic

hiperbasofilica o nicleo é lobulado, citoplasma com

a basofilia intensa e granulos ausentes ou em pequeno
namero.
M4 Leucemia mielomonocitica Assemelha-se aos subtipos M2 e M5. Mais de 20% de:

células monociticas, promondcitos e mondcitos na

medula éssea e/ou sangue.

Mba

Leucemia mielocitica diferenciada

Mais de 80% das células sdo monoblastos.
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SUBTIPO DEFINI(;AO CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
M5b Leucemia mielocitica Menos de 80% das células sdo monoblastos, porém a
indiferenciada maioria apresenta morfologia monocitica.
M6 Eritroleucemia Mais de 50% de eritroblastos, com formas

megaloblastoides e multinucleadas.

M7 Leucemia megacarioblastica Mais de 30% de células indiferenciadas; expressdo de

antigenos de plaquetas.

Quadro 1 — Classificacdo FAB das leucemias mieldides agudas

Fonte: Adaptado de SILVEIRA; ARRAES (2008)

Embora a classificacdo FAB esteja sendo substituida pela classificacdo da OMS, que
considera critérios citogenéticos e moleculares, persiste a necessidade de um diagndstico
morfolégico preliminar baseado nos critérios FAB, visto que o diagnéstico citogenético
requer mais tempo. Além disso, deve-se considerar que em alguns laboratérios ndo sao
realizadas as andlises genéticas (BAIN, 2007).

O tratamento visa o0 alcance da remissdo, isto é, o desaparecimento dos blastos na MO,
e a poliquimioterapia € bastante empregada. FA&rmacos como a citarabina, daunorrubicina,
metotrexato, 6-mercaptopurina e mitoxantrona sdo utilizados (HAMERSCHLAK, 2008). A
instituicdo das abordagens terapéuticas deve ser tomada com cautela, uma vez que na maioria
dos casos de LMA sdo reveladas alteracBes citogenéticas, o que contribui para diferentes
respostas ao tratamento (JACOMO; FIGUEIREDO-PONTES; REGO, 2008). Essas
anormalidades sdo mostradas na analise citogenética, a qual revela fusbes/translocacdes de
genes de bom progndstico (genes PML-RARA) e mau progndstico, como a fusdo dos genes
BCR-ABL (BAIN, 2007).

A quimioterapia é responsavel por taxas em torno de 90% de remissdo completa,
muito embora cerca de um terco das criangas apresentem reincidéncia (PUI et al., 2011;
CREUTZIG et al., 2012). Em adultos o cenéario ndo é tao diferente, pois cerca de 50 a 85%
dos pacientes adultos com LMA atinjem a remissdo apos o tratamento e, dependendo do
subtipo de LMA, grande parte desses apresenta recidiva indo a 6bito mesmo apos dois anos
em remissdo (SHIPLEY; BUTERA, 2009).

Em vista disso, quando acontece a recidiva de LMA, elevadas taxas de
morbimortalidade estdo associadas, bem como a necessidade de CTHs (RUBNITZ; GIBSON;
SMITH, 2008).
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1.2.4 Leucemias Cronicas

Os pacientes acometidos por leucemia crénica comegam a apresentar 0s sintomas de
maneira gradual. No principio da patologia, a medula 6ssea tem seu funcionamento de forma
regular e as células neoplasicas séo diferenciadas. O progresso da neoplasia da-se de maneira
lenta, com duracdo de meses ou até anos, permitindo um relativo amadurecimento das células
anormais. Por se tratar de uma doenca de curso lento, em alguns casos, sdo feitos
monitoramentos prévios por um periodo para depois instituir o tratamento, visando assim
garantir a maxima acdo da terapia (LIN; MEDEIRQOS, 2005; FAILACE; FERNANDES;
FAILACE, 2009).

1.2.4.1 Leucemia Linféide Cronica

A LLC caracteriza-se pelo acimulo de pequenos linfécitos B maduros na MO, sangue,
podendo também ser encontrados em outros 6rgdos. Em decorréncia disso, os pacientes
acometidos com LLC desenvolvem esplenomegalia, linfonodomegalia e hepatopatia (BAIN,
2007; FAILACE, 2009).

Epidemiologicamente, a LLC tem caracteristicas bem peculiares uma vez que nao
acomete criancas e raramente individuos menores de 30 anos; todavia, é bastante comum apds
0s sessenta anos a sua incidéncia varia de acordo com a origem étnica dos seres humanos
(YAMAMOTO; FIGUEIREDO, 2005; FAILACE; FERNANDES; FAILACE, 2009).

Além do mais, a etiologia ndo esta clara e fatores ambientais (radiacdo ionizante,
agentes toxicos ou determinados virus) que geralmente contribuem para o surgimento de
outras patologias, nesse casso ndao demonstraram correlagdo. Fatores genéticos vém sendo
sugeridos como etiologia, uma vez que sua frequéncia em familia com predisposicdo ao
desenvolvimento de cancer vem sendo verificada e também entre pessoas de primeiro grau de
parentesco e entre gémeos (YAMAMOTO; FIGUEIREDO, 2005).

A literatura relata que a terapia imediata nos pacientes em estagios iniciais nao
demonstrou uma melhora na sobrevida. Em vista das heterogeneidades dessa doenca, diversos
tratamentos sdo preconizados, incluindo corticosterdides, imunoquimioterapia e transplante

autologo. Outrossim, associa¢fes dos analogos de purina com agentes alquilantes mostraram
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efeitos sinérgicos (CHIATTONE, 2005; MATUTES; WOTHERSPOON; CATOVSKY,
2007).

1.2.4.2 Leucemia Mieldide Cronica

A LMC ¢é uma desordem mieloproliferativa que representa de 15 a 20% dos casos de
leucemia sendo caracterizada pela proliferacdo excessiva de células de origem mieldide. E
uma doenca de evolucao trifasica, progredindo a partir da fase crénica, para a fase acelerada e
finalmente para a fase blastica, e apresenta-se mais comumente em adultos do sexo masculino
com idade em torno dos 65 anos (IQBAL; SIDDIQUI; QURESHI, 2004; BERGANTINI et
al., 2005; TEFFERI et al., 2005; HEIM; MITELMAN, 2009).

Uma anormalidade citogenética caracteristica, proveniente dos cromossomos 9 e 22 —
cromossomo Philadelphia (Ph), pode ser vista na maioria dos pacientes (90-95%). O
cromossomo 9 contendo 0 oncogene ABL ¢é translocado até o cromossomo 22 na regido BCR,
ocasionando a formacdo de um gene quimérico BCR-ABL o qual codifica a proteina p210, que
por sua vez apresenta atividade tirosina quinase (TK). Niveis elevados de proteinas TK
induzem a proliferacdo exacerbada de clones leucémicos (MELO; BARNES, 2007; HEIM;
MITELMAN, 2009).

O tratamento da LMC foi evoluindo ao longo do tempo. Inicialmente, as modalidades
terapéuticas incluiam o arsénio, radioterapia e busulfan. Posteriormente, passaram a utilizar a
hidroxiuréia, interferon-o. (IFN- o) e CTHs. Porém, essas op¢Oes apresentavam restricdes
considerando fatores como tolerancia e eficacia (STONE, 2004; DEININGER et al., 2007).

No ano de 2001, o atual farmaco mesilato de imatinibe (Glivec®) foi aprovado para
uso em pacientes que apresentavam LMC e eram resistentes, refratarios ou intolerantes ao
IFN- a. O Glivec® € um inibidor de TK que atua no alvo molecular e desencadeia resposta a
qual é responsavel por inibir a proliferacdo das células precursoras da LMA, contribuindo
assim para o aumento da sobrevida dos pacientes bem como uma melhoria na qualidade de
vida dos mesmos (ALMEIDA et al., 2009; WALZ; SATTLER, 2006; HAMERSCHLAK,
2012).

O mesilato de imatinibe (MI) tornou-se o farmaco de primeira escolha para pacientes

com LMC em fase crbnica, apresentando respostas hematolégicas (os sintomas e a
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esplenomegalia desaparecem e o0 hemograma volta & normalidade), citogenéticas e
moleculares (NCCN, 2009; CHAUFFAILLE, 2009).

Apesar do sucesso do MI em LMC, muitos pacientes mostraram-se intolerantes ou
desenvolveram resisténcia a esse antineoplasico. As formas de resisténcia podem estar
associadas ao uso de subdoses, componentes da dieta do paciente e drogas utilizadas em
terapias alternativas. Em virtude disso, novos inibidores da TK, como desatinibe e nilotinibe,
sdo usados nesses casos (IQBAL; SIDDIQUI; QURESHI, 2004; HAMERSCHLAK, 2008).

1.3 Experimentos in vitro e a cultura de células

Metodologias alternativas aos estudos realizados com animais de laboratorio sdo metas
antigas na comunidade cientifica, datando de 1876 a primeira legislacdo criada
especificamente para regulamentar a utilizacdo de animais em experimentos (STEPHENS et
al., 2001).

Em 1959, foram publicados os Principios das Técnicas Experimentais Humanas, no
qual os autores descreveram o chamado “Programa 3Rs”, o qual objetiva a reducdo do
ndmero de animais nos experimentos, refinamento das condigdes do estudo reduzindo ao
minimo possivel o sofrimento e a substituicdo (replacement) dos testes in vivo por métodos
alternativos (STEPHENS et al., 2001; SPIELMANN, 2002; ZURLO, 2002).

No final da década de 80, novas leis e protocolos foram criados e adotados em
diversos paises, com obrigacOes legais e morais envolvendo os animais em experimentos
objetivando, sempre que possivel, a ado¢do do Programa 3Rs (SPIELMANN, 2002).

Em vista disso, sistemas in vitro para pesquisas toxicoldgicas vém sendo amplamente
utilizados com o intuito de reduzir os experimentos com animais (ROGERO et al., 2003;
BEDNARCZUK et al., 2010). Além disso, esses ensaios servem para predizer as atividades in
vivo de determinadas moléculas/farmacos, contribuindo para a especificidade de estudos com
animais (BEDNACZUK et al., 2010).

Experimentos in vitro, como a cultura celular, utilizam células do sangue humano ou
tecidos as quais crescem em meio com placas ou suspensdo, de maneira muito similar as
células bacterianas ou leveduras. Quando as células utilizadas tém origem diretamente de um
tecido vivo, sdo ditas culturas primarias (MICKLOS; FREYER; CROTTY, 2005).
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O alicerce vantajoso das culturas ditas primaria esta baseado no fato que as células
envolvidas comportam-se do mesmo modo que se apresentam in vivo ou no organismo. Além
do mais, sdo modelos bastante apreciados uma vez que se tratam de experimentos sensiveis,
reprodutiveis e rapidos. Em contrapartida, essas células tém seu crescimento em um intervalo
de tempo limitado (ROGERO et al., 2003; MICKLOS; FREYER; CROTTY, 2005).

Nas décadas de 50 e 60, desenvolveram-se técnicas aptas ao crescimento de culturas
humanas puras. Nesses protocolos, as células sdo colocadas em meios de cultivo definidos,
apresentando aminodacidos, glicose, sais, soro animal e vitaminas (MICKLOS; FREYER,;
CROTTY, 2005).

1.4 Infec¢bes bacterianas

1.4.1 Fendbmeno de multirresisténcia

Antimicrobianos como sulfonamidas e penicilinas quando foram liberados para a
pratica clinica, revolucionaram o tratamento de infec¢bes bacterianas reduzindo
significativamente a morbimortalidade. Posteriormente, durante a “era de ouro” da descoberta
de farmacos antibacterianos, surgiram novas classes, como: aminoglicosideos (1944),
tetraciclinas (1945), cefalosporinas (1948), macrolideos (1949), glicopeptideos (1956),
quinolonas (1961) e carbapenémicos (1976) e com isso 0 uso terapéutico desses
medicamentos tornou-se generalizado (VON NUSSBAUM et al.,, 2006; SILVER, 2011,
RANG et al., 2012).

Em contrapartida, o uso disseminado de antibacterianos fez com que as bactérias
desenvolvessem mecanismos para sobreviver. Esses mecanismos acabaram gerando a
chamada resisténcia bacteriana, a qual pode ser advinda de véarias formas, tais como:
transferéncia horizontal de genes, mutagdes cromossdmicas, bombas de efluxo de drogas,
entre outras (VARALDO, 2002; CHAMBERS, DELEO, 2009; CHOPRA, 2012).

As bactérias sdo consideradas multirresistente (MDR, do inglés Multidrug Resistance)
guando apresentam resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos testados em exames
laboratoriais microbioldgicos de rotina. Esse fenémeno de multirresisténcia acaba limitando

severamente as opcdes terapéuticas utilizadas em clinica e representa um sério problema de



29

salde publica, visto que as infec¢bes bacterianas sdo responsaveis por 17 milhGes de 6bitos no
mundo (WISE, 2003; BUTLER; BUSS, 2006).

Apesar de novos farmacos estarem em desenvolvimento, a demanda médica néo esta
sendo adequadamente suprida. Um fator que agrava ainda mais essa situacdo, é o fato que a
maior parte dessas moléculas que estdo sendo desenvolvidas, sdo derivadas de classes
antimicrobianas mais antigas estando sujeitos também aos j& existentes mecanismos de
resisténcia bacteriana (APPELBAUM, 2012; CHOPRA, 2012).

Uma estratégia de combate a resisténcia bacteriana, e que vem ganhando destaque nas
pesquisas € a complexacdo de metais a farmacos, pois a interacdo do ion metalico com um
ligante possibilita a obtencdo de compostos com ampla variedade de nimeros de coordenacéo,
estados de oxidacdo e geometrias. Além disso, as caracteristicas intrinsecas ao ion metalico,
adicionadas aos aspectos cinéticos e termodinamicos do composto sintetizado permitem obter
estruturas moleculares que possuem um amplo espectro de reatividade e isto deve ser bem
explorado (PANTCHEVA et al., 2008; ROCHA et al., 2011).

Um estudo recente, utilizando diversos compostos conseguiu demonstrar que, ao
complexar compostos com metais, as atividades antibacterianas melhoravam. Tetraciclina e
doxiciclina foram complexadas com ions de pal&dio(ll), e esses complexos apresentaram
maiores atividades antibacteriana frente a linhagem resistente Escherichia coli
HB101/PBR322, comparadas com os farmacos livres (ROCHA et al., 2011).

Portanto, é inadidvel a necessidade de descobrimento/desenvolvimento de novas
classes de antimicrobianos que atuem por mecanismos inovadores e que sejam eficazes frente
aos patodgenos emergentes e bactérias MDR (CHOPRA, 2012; KAVAILINI et al., 2012).

A atividade antimicrobiana para farmacos, produtos naturais e sintéticos pode ser
avaliada por diferentes metodologias. A metodologia mais empregada e recomendada para a
avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro ¢ a de microdiluicdo em caldo, segundo o
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2012).

Para determinar da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), ajusta-se o tipo de
substancia que se deseja a andlise de acordo com o0s antimicrobianos comercialmente
disponiveis (CLSI, 2012). A CIM é definida como a menor concentracdo do composto capaz
de inibir a multiplicacdo bacteriana (acdo bacteriostatica). A partir da CIM, pode-se
determinar a Concentracao Bactericida Minima (CBM), que é a menor concentragao capaz de
matar a bactéria (acdo bactericida). As concentragdes dos produtos sintéticos puros ou
farmacos variam entre 0,125 a 512 pg/mL (CLSI, 2012).
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1.5 Compostos triazenos

1.5.1 Aplicacdes clinicas e perspectivas

Os triazenos (TZC) compreendem uma classe de compostos caracterizados pela cadeia
alifatica e que apresentam trés atomos de nitrogénio interligados em sequéncia (N=NN)
(Figura 3). A sintese desses compostos gera produtos com rendimentos consideraveis
(HORNER et al., 2003; HORNER et al., 2004; HORNER et al., 2006; DOMINGUES, et al.,
2010).

Esses compostos vém sendo alvos de pesquisas hd mais de um século, dada as
importantes e relevantes propriedades por eles apresentadas em diferentes areas (HORNER,
2003; HANUSEK et al., 2009; DOMINGUES et al., 2010; BACK et al., 2012). Em 1956,
pesquisadores ja possuiam o conhecimento que compostos TZC eram ativos contra alguns
tipos de leucemia para os quais havia resisténcia aos tratamentos convencionais da época
(BURCHENAL et al., 1956). A estrutura quimica dos TZC, ao ser modificada, pode gerar
diferentes propriedades biolégicas aos seus derivados, como: atividade antifungica,
antibacteriana, inseticida, repelente e antitumoral (NIFONTOV; BERSKAYA,
SHTOKAREVA, 1994).

Figura 3. Estrutura quimica de um composto triazeno

Fonte: Adaptado de DOMINGUES (2009)

A dacarbazina (DCZ) e a temozolamida (TMZ) (Figura 4), estdo inseridas no grupo
dos farmacos antineoplasicos alquilantes, representando exemplos de TZC comercialmente
disponiveis, pois constituem o tratamento de escolha para 0 melanoma metastatico e glioma,

respectivamente (CAPORASO et al., 2007). Alem do mais, esses dois farmacos apresentam
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comprovada atividade antineoplasica em pacientes leucémicos (SEITER et al., 2004;
HORTON et al., 2007; RIZZIERI et al., 2010; MEDEIROS, et al., 2012; BONMASSAR, et
al., 2013) sendo que ambos tém a porc¢do ativa representada pelo grupo triazenil, ou seja, €
esse 0 grupo responsavel por suas propriedades quimicas, fisicas e antitumorais (MARCHESI
etal., 2007).

Figura 4. Representacdo da estrutura molecular dos antineoplasicos Dacarbazina (1) e
Temozolomida (2)

Fonte: Adaptado de CAPUCHA et al. (2012)

Em relacdo aos efeitos citotoxicos causados pelos TZC, em termos quantitativos, o
local mais comum de alquilagdo é a posicdo N’ da guanina (70% das bases sio metiladas),
seguida das posicdes N* da adenina (15%), N* adenina (10%) e em torno de 9% a posicéo O°
da guanina (MARCHESI et al., 2007; BONMASSAR et al.,, 2013). Embora pequena
porcentagem dos produtos de reacdo, + 9% das bases metiladas, sejam na posicdo O° da
guanina, atualmente esse € o principal local a que se atribue os efeitos citotoxicos e
mutagénicos dos TZC (BROCH, 2008; BONMASSAR et al., 2013).

Os TZC sdo capazes de inserir um grupamento metila na posicdo O° da guanina,
gerando a 0°%MeG (O°-Metil-Guanina). Se O°-MeG ndo for reparado pela proteina de
reparacdo do DNA, 0°-MeG-DNA-metiltransferase (MGMT), a guanina ird parear com a
Timina durante a duplicacgdo do DNA, formando a O°-MeG-T. Essa formagdo, ao ser
reconhecida pelo sistema de reparo (MMR), desencadeia uma cascata de eventos moleculares
culminando na parada o ciclo celular na fase G2, ou seja, levando a morte celular (Figura 5).

Porém, se 0 MMR estiver defeituoso, as células continuam a se dividir, ocasionando
transcrices com mutacgdes, as quais produzem proteinas alteradas e geram peptidios néo-
proprios, fendmeno denominado de Chemical Xenogenization (CX), resultado de mutacdes
somaticas induzidas por drogas (BONMASSAR et al., 2013).
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A proteina MGMT é responsavel pela remocdo dos grupamentos metilicos inseridos
pelos TZC na posicdo O° da guanina, conferindo assim uma das formas de resisténcia
apresentadas pela terapia com TZC, ou seja, a MGMT bloqueia os efeitos carcinogénicos e
mutagénicos dos agentes alquilantes (BOBOLA et al.,, 2007; SEITER et al., 2009;
BONMASSAR et al., 2013).

Consequentemente, a suscetibilidade das células neoplésicas aos TZC pode ser
elevada através da modulacdo farmacoldgica do nivel e funcdo da atividade MGMT. Se o
farmaco for administrado em combinagdo com inibidores da MGMT, os indices terapéuticos
dos TZC podem ser dramaticamente aumentados (MARCHESI et al., 2007).

A. O°-METHYLGUANINE-DNA METHYLTRANSFERASE (MGMT)

Triazenes MGMT

[DNA]-G-06-H ==y [DNA]-G-0%-CH; =y [DNA]-G-0%-H
Of-methyl adduct Repaired DNA
(no cell death, no CX)

B. MISMATCH REPAIR (MMR) SYSTEM

[DNA]-G-06-CH, _CELLDUPLICATION o [DNAJ-G-0°-CH,

[DNA]-C: [DNA]'TI GT mismatch
MMR-deficient cells MMR-proficient cells
) \’

“Futile” attempts to repair DNA

duplication 2
by excising a shoet streteh of DNA sequence
¢ of the newly synthestzad DNA strand to find
: unsuccessfiully an adequate base to match
[DNAJ-A: with O%-methydcuanine
[DNA]-T: ¢

CELL CYCLE ARREST
MUTATION CELL DEATH

(GT->AT transition) —» production of altered
proteins generating immunogenic peptides
(Chemical Xenogenization, OX)

Figura 5. Mecanismo de Chemical Xenogenization e parada do ciclo celular/morte celular
induzida por compostos triazenos em proliferagdo celular.

Fonte: BONMASSAR (2013)

Corroborando para essas descobertas, em 2007, um estudo de fase Il da TMZ,
submeteu 46 pacientes que apresentavam LMA, com idade entre 60-83 anos, a doses

terapéuticas de 20mg do referido farmaco, obtendo respostas de 7% remissdo completa (RC),
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4% de remissdo completa com excecdo das contagens plaquetérias (RCp) e 4% de remisséo
parcial (RP). Importante ressaltar que, nesse estudo, todas as RC e RP foram obtidas de
pacientes que apresentavam blastos com niveis baixos ou negativos de MGMT e que nenhum
paciente com altos niveis de MGMT respondeu a TMZ (BRANDWEIN et al., 2007).

Em 2009, tendo em vista estudos anteriores que demonstraram a capacidade da
Cisplatina regular negativamente a expressdo de MGMT, Seiter et al., realizaram um estudo
com 20 amostras de pacientes leucémicos (15 LMA, 03 LLA e 02 leucemia bifenotipica) os
quais apresentavam recidiva ou refratariedade ao tratamento, com idade media de 52 anos,
administrando Cisplatina de 50 a 100 mg no 1° dia seguida de administracdo de 200 mg de
TMZ do 1° ao 7° dia. Foram obtidos 5% de RC e 10% de blastolise parcial na medula éssea
(SEITER et al., 2009).

Levando em conta a aplicabilidade dos TZC, em 2010 uma pesquisa contemplando
TZC inéditos e DCZ, avaliou a atividade citotoxica desses compostos em amostras de
pacientes com LMA, obtendo resultados promissores. Ademais, esses mesmos compostos
originais apresentaram bons resultados de atividade antibacteriana, especialmente frente aos
microrganismos gram-positvos, avaliados atraves da técnica de CIM (DOMINGUES et al.,
2010).

Quinze compostos TZC inéditos obtidos por sintese, foram avaliados quanto a sua
atividade antibacteriana, atraveés da CIM e CBM. Para efetuar essa andlise, foram utilizadas
trés cepas ATCC e trinta e um isolados clinicos bacterianos de diferentes espécimes clinicos,
sendo que alguns eram MDR. Doze dos TZC testados, apresentaram algum tipo de atividade
antibacteriana, cinco com atividades de largo espectro e sete com estreito espectro. A melhor
atividade antibacteriana foi apresentada pelo composto 1-metil-3-(4-carboxifenil)triazeno-1-
oxido, com CIM = 16pg/mL (HORNER et al., 2008).

1.6 Quimica medicinal

A quimica medicinal € uma area baseada na quimica, em aspectos bioldgicos, médicos
e na ciéncia farmacéutica. Ela atua na descoberta, no design, na identificacdo, caracterizacéo e
preparacdo de compostos biologicamente ativos assim como no estudo dos respectivos

metabolismos e mecanismo de acdo desses compostos inéditos.
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Essa ciéncia vem focalizando suas metas na sintese de novos complexos metélicos 0s
quais apresentem acdo terapéutica, podendo transformar-se em novos farmacos ou que
possam corroborar para o aperfeicoamento e producdo de medicamentos ja introduzidos na
prética clinica (BARREIRO, 2009; PEREIRA; MORENO, 2010).

1.6.1 Compostos de paladio

O sucesso do antineoplasico cisplatina e outros metalofarmacos, como o triéxido de
arsénio (utilizado no tratamento das leucemias), tem motivado a comunidade cientifica
internacional a investigar a atividade farmacoldgica de novos complexos contendo metais
(GAYNOR; GRIFFITH, 2012). Estudos recentes com compostos de paladio (Pd) vém
demonstrando atividades antimicrobianas (BISWAS et al., 2013) bem como significativas
atividades citotoxicas (ABU-SURRAH; AL-AS"'DONI; ABDALLA, 2008; LI et al., 2013).

Complexos com centros metélicos de Pd sdo alvos de pesquisa uma vez que podem
constituir potenciais agentes antitumorais (ZMEJKOVSKI et al., 2009; BUDZISZ et al.,
2004), pois os ions Pd(Il) s&o capazes de interagir com o DNA, podendo inibir sua sintese e
causar morte celular por apoptose (QUIROGA et al., 1999).

Com base na analogia estrutural e a diferenca termodindmica em relacdo aos
complexos de Platina, Pt(ll), ha grande interesse no estudo de Pd (Il) como potenciais
medicamentos anti-cancerigenos, isso porque compostos de Pd (Il) ttm um comportamento
citotdxico inerente (ABU-SURRAH; KETUNEN, 2006; GAO et al., 2012).

Um estudo realizado por Budzisz et al. (2004), revelou que complexos com Pd (II)
isbmero trans, contendo ligantes pirazélio, obtiveram uma elevada acgéo citotoxica em células
leucémicas (BUDZISZ et al., 2004).

Em 2008, pesquisas mostraram que complexos trans-paladio apresentaram atividade in
vitro igual ou superior a drogas em uso clinico como carboplatina, oxaliplatina e cisplatina
(ABU-SURRAH, AL-AS'DONI; ABDALLA, 2008).

Reforcando esses resultados, em 2013 foi avaliada a atividade citotoxica in vitro de
seis compostos de Pd (I1) frente a linhagem celular de leucemia promielocitica humana (HL-
60). A partir dos resultados, foi verificado que esses compostos exercem citotoxicidade na
linhagem celular referida além de ter apresentado menor toxicidade quando comparados a
Cisplatina (LI et al., 2013).
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Além desses dados, alguns compostos de Pd(11), avaliados em 2004, ndo apresentaram
mutagenicidade no teste de Ames, 0 que representaria uma redugdo dos potencias riscos a
salide e uma alternativa terapéutica bastante interessante devido a auséncia de mutagenicidade
(KUDUK-JAWORSKA et al., 2004).

Uma pesquisa publicada em 2013, por Biswas e seus colaboradores, a qual analisou
um complexo com ions Pd(Il) e seu ligante frente a dezessete microrganismos (incluindo
gram-positivos e gram-negativos), mostrou que o complexo apresentou atividade frente a oito
dessas amostras com amplo espectro de acao, isto &, eficaz tanto para bactérias gram-positivas

e gram-negativas, sendo mais eficaz nos microrganismos entéricos (BISWAS et al., 2013).

1.7 Justificativa

Em virtude das diversas atividades biol6gicas apresentadas pelos TZC e ions de
paladio, aliado ao aumento da resisténcia de farmacos antineoplasicos e antimicrobianos,
neste estudo investiu-se na avaliacdo da atividade biolégica de um ligante triazeno e um
composto triazenido complexado com Pd(ll), visando a possivel descoberta de um novo

farmaco que atue de forma mais especifica e seletiva.

1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo geral

Avaliar a citotoxicidade in vitro de dois compostos triazenos inéditos, sendo um deles
o ligante e 0 outro um complexo triazenido complexado com paladio(ll), bem como pesquisar
a atividade antibacteriana dos referidos compostos frente a varias espécies bacterianas

envolvidas em infec¢Bes hospitalares.

1.8.2 Objetivos especificos
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v Avaliar a atividade citotoxica do pré-ligante 1,3-bis(4-sulfonamidafenil)triazeno e do
complexo {trans-bis-[1,3-bis-(4-sulfonamidafenil)triazenido-«xN']bis(piridina
kN)paladio(ll) }{tetra(piridina- «N)paladio(Il)}bis(potassio)}-monohidratado frente a
células leucémicas de medula dssea de pacientes recém diagnosticados com leucemia
(sem tratamento antineoplésico prévio) e pacientes recidivados, bem como células
mononucleares da medula Ossea de pacientes ndo acometido por neoplasias
(controle), atendidos no Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), utilizando o
ensaio colorimétrico baseado na reducdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-
difeniltetraz6lio]-MTT.

v' Determinar a atividade antibacteriana dos compostos triazenos em estudo frente a
cepas bacterianas padrdo de referéncia American Type Culture Collection (ATCC),
bem como de bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos (multirresistentes -

MDR), isoladas de pacientes internados no HUSM.
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2 MANUSCRITO
O referido manuscrito foi encaminhado para a traducéo e o mesmo sera submetido ao

Journal of Brazilian Chemistry Society.

Atividade Biologica e Andlise Cristalografica de Compostos Triazenidos com

fragmentos para-sulfonamidafenila
Abstract

Os  compostos  1,3-bis(4-sulfonamidafenil)triazeno e  {trans-bis-[1,3-bis-(4-
sulfonamidafenil)triazenido-iN']bis(piridina kN-)paladio(I)}{tetra(piridina-
kN)paladio(ll)}bis(potassio) }-monohidratado foram sintetizados e analisados estruturalmente
por difratometria de raios X em monocristal. A caracterizacdo desses compostos foi realizada
por espectroscopia na regido do Infravermelho, Ultravioleta Visivel e Espectroscopia RMN
para *H e **C. Avaliamos o potencial citotéxico dos compostos em 22 amostras de pacientes
leucémicos e 1 controle. Resultados citotoxicos satisfatorios foram observados para ambos 0s
compostos. O complexo mostrou-se mais ativo que o ligante em todas as amostras. A
atividade antibacteriana foi realizada através da microdiluicdo em caldo para determinar a
Concentrago Inibitéria Minima e foi encontrado CIM = 64 pg mL™ para as espécies ATCC

Micrococcus luteus 7468 e Enterococcus faecalis 51299.

The compounds 1,3-bis(4-sulfonamidephenyl)triazene and trans-bis{[1,3-bis(4-
sulfonamidephenyl)triazenido-kN*]bis(pyridine kN-)palladium(I1) }{tetra(pyridine-kN)
palladium(I1)}bis(potassium)}.monohydrate were synthesized and structurally analyzed by X-
ray diffraction crystallography. The characterization of these compounds was performed by
spectroscopy in the region infra-red, Ultraviolet Visible and Spectroscopy NMR for *H and
13C. We evaluated the cytotoxic potential of compounds in 22 samples of leukemic patients
and 1 control. Cytotoxic satisfactory results were observed for both compounds. The complex
was more active than the binder in all samples. The antibacterial activity was performed by
broth microdilution to determine the Minimum Inhibitory Concentration and found MIC = 64
mg mL™ for ATCC species Micrococcus luteus 7468 and Enterococcus faecalis 51299.

Palavras-chave: Estrutura cristalografica, Compostos triazenos, Sulfonamidas, Atividade

antibacteriana, Citotoxicidade



38

Introducéo

Os triazenos (TZC) sdo compostos de cadeia alifatica que apresentam trés atomos de
nitrogénio interligados em sequéncia.® Esses compostos vém sendo alvos de intimeras
pesquisas Visto que o grupamento triazeno é responsavel por diversas propriedades bioldgicas,
tais como atividade antitumoral, antimicrobiana e de nuclease quimica.”®

Similarmente, o grupamento sulfonamida destaca-se na literatura por apresentar acfes
bioldgicas como hipoglicemiante (Glicodiazina),” antitumoral (Indisulan) e frente as infeccdes
bacterianas (Sulfanilamida).®

Levando em consideracdo que os diversos efeitos colaterais apresentados pelos
antineoplasicos®*? bem como o surgimento de bactérias multirresistentes aos tratamentos

convencionais®**®

constituem sérios problemas de salde publica, urge a necessidade de novas
descobertas terapéuticas para esses fins.

A introducdo de pesquisas na &rea da quimica medicinal, como o sucesso do
antineoplasico cisplatina e o metalofarmaco trioxido de arsénio (utilizado no tratamento de
leucemia),’® tém suas metas focadas na sintese de novos complexos metalicos os quais
constituam inovacdes na préatica clinica.”** Complexos com ions de palédio(ll) vém sendo
relatados como promissores agentes citotoxicos e antimicrobianos.'*%

Em vista disso, foram sintetizados dois compostos triazenidos inéditos com
fragmentos para-sulfonamidafenila, sendo um pré-ligante e um complexo com ions de
paladio(ll) e potassio, e realizada posterior avaliacdo de suas atividades antimicrobiana e

citotéxica.
Resultados e Discussao
Sintese dos compostos

Uma nova classe de triazenos com fragmento sulfonamidafenila foi sintetizada. O pré-
ligante 1,3-bis(4-sulfonamidafenil)triazeno (1) foi sintetizado partindo-se de 4-
sulfonamidafenilamina (Aldrich) em solvente organico a temperatura 0°C, seguindo da adigéo
de nitrito isoamilico. O complexo multinuclear de Pd(I1)/K(l), {trans-bis-[1,3-bis-(4-
sulfonamidafenil)triazenido-kN*]bis(piridina kN -)palédio(I)}{tetra(piridina-
kN)paladio(ll)}bis(potassio)}-monohidratado (2), foi obtido a partir do pré-ligante triazenido



39

em acetonitrila e DMSO usando excesso de solugcdo de KOH como agente desprotonante,

seguido da adicdo PdCI, em acetonitrila e piridina (excesso) (Figural).

NH,

o=—s=—o0 o o

HN\S// \\S/MH2
s e
N/N%N
!
NH,
(1)
_ D\\S/N“ 2-
fimy S
0 0 ~ 2 N °
HZN\// \\/NHz ‘ Y N

¢ 3 s .‘-." P
O JIY 00| &850

(2)
Figura 1 - Sintese dos compostos triazenidos (1) e (2).

1.a) Acetonitrila, nitrito isoamilico, T=0°C; 2.a) Acetonitrila/DMSO (4:1), KOH/MeOH, PdCl, em
Acetonitrila/Py (1:6).

Estrutura cristalina

Caracterizacao das estruturas por difracéo de raios X

Os dados cristalinos e 0s parametros experimentais para 0os compostos 1,3-bis(4-
sulfonamidafenil)triazeno 1) e {trans-bis-[1,3-bis-(4-sulfonamidafenil)triazenido-
«N*]bis(piridina kN -)paladio(I1)}{tetra(piridina-

kN)paladio(ll) }bis(potassio) }-monohidratado (2), estdo representados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Dados de coleta de intensidades e do refinamento das estruturas
cristalina/molecular dos compostos (1) e (2).

Parémetros cristalogréaficos Composto (1) Composto (2)

Formula Molecular C14H19N58305 C54H50N160984K2Pd2

Massa Molecular (g/mol) 433,52 1496,453

Cor/Forma Amarelo/Bloco Amarelo/Bloco

Dimensdes (mm) 0,18x0,11x0,08 0,052x0,054x0,36

Sistema Cristalino Monoclinico Trigonal

Grupo Espacial
Parametros de Cela

Volume (A%

z

Densidade (calculada) (mg/m?)
F(000)

Comprimento de
onda/Radiagdo (A/Mo-K,)
Temperatura (K)

Regido dos indices

Solucdo da Estrutura
Refinamento da estrutura

Método de refinamento

Reflexdes coletadas
Reflex@es independentes
Reflexdes observadas
Dados/Restri¢cGes/Parametros
indice de concordancia
estatistica F?

indices Finais R [I>26(I)]

indices finais de discordancia
(todas as reflexdes)

Densidades eletronicas
residuais (max. e min.)

P2,/n (n° 14)*
a=14,4937(3) A
b =7,1925(1) A
¢ =18,5767(4) A
o =90°

B = 101,703(1)°
y=90°
1896,26(4)

4

1,519

903,8

0,71073
293 (2)
—18=h<18
—9<k<8
—23<1<23

Métodos diretos (SIR-2004)
SHELXL-97
Minimos-quadrados, matriz
completa incluindo F?
16129

3890 [Ryiny = 0,0584]

2549

3890/0/320

0,993

R:=0,043
WR, = 0,097

R, =0,0773
WR, = 0,1162
0,296 e -0,436 e.A®

R-3 (N° 148)°
a=22,4789(7) A
b =22,4789(5) A
c =33,3935(12) A
a=90°

B =90°

y =120°
14613,1(8)

9

1,539

6864

0,71073
293 (2)

—29 < h <29
—25 < k =29
—44 < | <44

Métodos diretos (SIR-2004)
SHELXL-97
Minimos-quadrados, matriz
completa incluindo F?
56760

8066 [Riny = 0,0421]

2577

8066/0/414

1,071

R: =0,0558
WR, = 0,1477

R, = 0,1044
wR, = 0,1638
0,896 ¢ -1,386 . A

% International Tables for Crystallography (2006). Vol. A, Space group 14, pp. 184-191.
® International Tables for Crystallography (2006). VVol. A, Space group 148, pp. 500-503.
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Na Tabela 2, encontram-se as distancias e os angulos de ligagdes selecionadas para 0s

dois compostos.

Tabela 2 - Comprimentos de ligacbes (A) e angulos de ligacdes (°) selecionados no

pré-ligante (1) e no complexo (2).

Ligacdes Distancias (A) (DP) Ligacoes Angulos (°)
Composto (1)
N11-N12 1,270(3) N11-N12-N13 111,521(2)
N12-N13 1,330(3) H1-N11-N12 118,796(2)
N13-H1 0,88(3) 01-51-02 118,793(1)
51-01 1,431(3) 03-52-04 119,050(2)
51-02 1,419(3) H5-N1-H6 117,363(2)
$2-03 1,434(2) H3-N2-H4 116,473(3)
$2-04 1,423(2)
S1-N1 1,603(3)
S2-N2 1,615(3)
N1-H5 0,77(4)
N1-H6 0,90(4)
N2-H3 0,88(4)
N2-H4 0,81(3)
Composto (2)
Pd1-N11 2,0565(3) N11-Pd1-N11’ 180
Pd1-N31 2,0309(1) N31-Pd1-N31’ 180
Pd2-N41 2,0282(1) N11-Pd1-N31 90,244(3)
Pd2-N51 2,0266(1) N41-Pd2-N41’ 179,999(3)
Pd2-K 3,4986(4) N51-Pd2-N51’ 180
K-OW 3,4226(1) N41-Pd2-N51 90,400(3)
K-N1 3,1317(1) N1-K-OW 93,926(2)
N11-N12 1,320(4) N1-K-Pd2 118,735(2)
N12-N13 1,3055(1) OW-K-Pd2 92,254(2)
N11-N12 1,320(4) N1-K-C46 93,532(2)
N12-N13 1,3055(1) N11-N12-N13 114,241(4)

Cadigos de simetria para (2) (‘): -1/3+x, 1/3+y, 1/3+z.

(DP): Desvio-padrdo
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As estruturas moleculares de (1) e (2), representadas em elipsoides térmicos, sao
mostradas na Figura 2.

(b)

Figura 2 - Projecdo estrutural de: (a) pré-ligante triazeno (1) incluindo o solvato de
cristalizacdo DMSO; e (b): complexo (2) incluindo uma molécula de agua como solvato de

cristalizacdo. Elipsoides térmicos com nivel de probabilidade de 50%.

O ligante monocatenado triazenido 1 apresenta uma cadeia contendo 3 4tomos de

nitrogénios ligados em sequéncia. As ligagdes entre os &tomos desta cadeia diazoaminica [-N—
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N=N-] apresentam um caréter sp®, devido a deslocalizagdo dos elétrons m na molécula, esse
fato pode ser conferido analisando-se as distancias das ligagdes N11-N12 e N12-N13 s&o
iguais a 1,2699(0) e 1,3297(0) A, apresentando carater de ligacdo dupla e simples,
respectivamente. Além disso, o triazeno 1 apresenta comprimento de ligacdo N13—-H1 igual a
0,8732 (0) A, e angulos de ligacdes N11-N12-N13 e H1-N11-N12 iguais a 111,521(1) e
118,796(2)°.

0 composto [Pd"(HN(=0),SCsHsNNNCgH4S(=0),NH: - - K)o(CsHsN),]*
[Pd"(CsHsN)4]** -H,O (2), complexo heteronuclear é formado por um anion complexo
triazenido dinuclear [Pd"(HN(=0),SCsHsNNNCsHsS(=0),NH- --K)2(CsHsN),]* e por um
contra cétion complexo [Pd"(CsHsN)4]%*. A estrutura cristalina do complexo (2) é constituida
de pares de fons complexos, incluindo Pd(Il) e K*. O centro metélico de paladio possui
geometria quadratica com numero de coordenacdo igual a quatro, e o atomo de potassio
apresenta-se coordenado ao atomo de nitrogénio do grupamento sulfonamida. O &nion
complexo apresenta carga formal igual a -4, a qual é balanceada pelo contra cation-complexo
com carga formal igual a +2 e dois fons K*. Esta estrutura ¢ formada por dois ions
triazenidicos simétricos [HN(=0),SCsHsNNNCgH4S(=0),NH---K]*, e duas moléculas de
piridina coordenadas em geometria trans, completando a esfera de coordenacdo do centro
metalico. O contra cétion complexo [Pd(CsHsN)s]** é constituido por quatro moléculas de
piridinas coordenadas ao centro metalico, formando o composto com geometria quadrética.

Ainda, no complexo 2, o &omo de paladio do anion complexo estd coordenado a
atomos de nitrogénio de quatro ligantes, sendo dois ligantes triazenidos e os outros dois
ligantes, moléculas neutras de piridina. JA& o atomo de paladio do cation complexo esta
coordenado a quatro ligantes de moléculas neutras de piridina, formando quatro ligagdes Pd"—
N. Assim, os centros metalicos (Pd(I1)) apresentam uma geometria de coordenacdo quadratica
com numero de coordenacdo igual a 4. A estrutura apresenta ainda dois &tomos de potassio
(K") coordenado ao 4tomo de nitrogénio do grupamento sulfonamida, além de coordenar-se a
uma molecula de agua, e participar de ligacbes com cinco atomos de hidrogénio. Assim, 0
atomo de potéassio apresenta nimero de coordenacgéo igual a sete.

Ao analisar 0 &nion complexo do composto 2, verificamos que as ligagdes Pd1-N11 e
Pd1-N31 apresentam distancias iguais a 2,0565(3) e 2,0309(1) A, respectivamente. Os
angulos das ligacdes N11-Pd1-N11" e N31-Pd1-N31’ sdao de 180° e das ligagdes N11-Pd1—
N31 sdo iguais a 90,244(3)°. O cation complexo tetrakis(piridina)paladio(ll) apresenta
ligagdes em torno do centro metalico Pd2—N41 e Pd2—N51 iguais a 2,0282(1) e 2,0266(1) A,
respectivamente, e os angulos das ligacdes N41-Pd2-N41’ e N51-Pd2-N51" sdo de 180°, e
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das ligacbes N41-Pd2-N51 iguais a 90,400(3)°. J& a cadeia triazenido do complexo 2
apresenta ligacdes N11-N12 e N12-N13 com distancias iguais a 1,320(4) e 1,3055(1) A,
respectivamente, e o angulo da ligacdo N11-N12-N13 é igual a 114,241(4)°. Essas distancias
bem como os angulos aqui demonstrados em nosso complexo, sdo proximas as encontradas na
literatura.?*?> Horner et al.,** reportam distancias do complexo de Pd(ll) quadratico, Pd—
N triazeno) © PA—N piriding) iguais a 2,021(3) e 2,039(3) A, respectivamente.

Segundo Domingues et al.®> a associagdo molecular promovida por ligacdes de
hidrogénio tem um importante papel frente aos sistemas bioldgicos, como o reconhecimento
molecular além de apresentar importantes propriedades biologicamente. Com isso, a presenca
do grupamento sulfonamida dos compostos (1) e (2) descritos neste trabalho, favorece a
formacédo de ligacGes de hidrogénio e estudos no estado sélido destes compostos mostram que
suas estruturas cristalinas sdo estabilizadas por estes tipos de interacdes intermoleculares.?

A Figura S.1 (informagOes suplementares) mostra arranjos supramoleculares
formados, no composto (1), por ligacdes de hidrogénio classicas centrossimétricas N2—
H4:--03’ e NI-H5:--:O1”’ envolvendo atomos de hidrogénio e oxigénio do grupamento
sulfonamida com distancia entre os atomos doadores N2 e N1 aos atomos receptores O3 e O1
de 2,967(4) e 3,027(4) A e angulos N-H---O de 169(3) e 156(4)°, respectivamente. O dimero
(Figura S.1-1.a) é gerado por um centro de inversdo localizado em [0 1 0], e pode ser
visualizado na direcdo ao eixo cristalogréafico b.

Essas interacdes intermoleculares envolvendo o pré-ligante (1) formam anéis que
receberam a nomenclatura R%,(8) (Figura S.1-2.b), onde as ligacdes de hidrogénio formam um
anel (ring) com 2 atomos receptores (O) e 2 atomos doadores (N) formando um ciclo de 8
membros.?® Os Synthons supramoleculares formados sdo semelhantes aos descritos por Akiri
(2012),%" onde, no estado sélido, o composto 3-piridinasulfonamida forma R%y(8) com
dimeros associados entre si por interacbes de atomos do grupamento sulfonamida, com
distancias das ligacdes N—H---O iguais a 3,028 e 2,987 A.

As ligacOes de hidrogénio classicas N-H---O podem ser polarizadas pelo fluxo de
carga através das ligagdes m que ocorrem no sistema N—H---O=S do grupamento sulfonamida.
Este efeito é observado em sistema com grupamentos amidas.”®

A Figura S.2 (informagdes suplementares) mostra o arranjo formado por interacGes
intermoleculares com a participacdo dos atomos de oxigénio do grupamento sulfonamida
atuando como atomo receptor, e &tomos de carbono e hidrogénio do anel aromatico atuando
como atomos doares. As interagdes formadas sdo classificadas como ligagGes de hidrogénio

ndo classicas C12-H12---02* com distancia DA igual a 3,528(1) A e angulo de ligacbes D—
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H ---A igual a 142(1)°. Os dimeros gerados sdo centrossimétricos e formam synthons
denominados R%(12) (Figura S.2), com a participacéo de dois &tomos doadores (C12 e C12*)
e dois atomos receptores (02 e O2*) formando um anel de 12 membros. As moléculas
dimeras estdo associadas por um centro de inversdo, localizado em [1/2 0 0] e podem ser
visualizadas em direcéo ao eixo cristalogréfico b.

O composto triazenido (2) apresenta interacGes intermoleculares como mostra a Figura
S.3 (informacgdes suplementares), onde ocorre a formacdo de um anel por ligacdes de
hidrogénio classicas N1-H1---O12’ que recebem a denominacdo R%(24), em que as ligacdes
de hidrogénio formam um ciclo de 24 membros composto por 6 &tomos receptores (O) e 6
atomos doadores (N). Similar a estas interacGes, também pode-se observar ligacGes de
hidrogénio tais como C22-H22---022’ que apresenta distancia entre o &tomo doador (C) e 0
atomo aceptor (O) igual a 3,450(2) A e estas ligac6es formam um anel denominado R%(36).

E importante analisar que o complexo (2) apresenta interacbes intermoleculares
K:--O--*HW’ formando um arranjo supramolecular bidimensional em um plano
cristalografico ab onde as moléculas estdo associadas atraves da interacdo entre atomo de
potassio e uma molécula de &gua com um atomo de hidrogénio (HW) atuando com interagdes
trifurcadas. As distancias das interagdes sdo di..ow = 3,4226(1) A e doy..uw = 1,8447 A.
Conforme a Figura S.4 (ver em informacdes suplementares), o arranjo bidimensional formado
resulta em um empacotamento de unidades moleculares gerando cavidades hexagonais com
diametro de aproximadamente 47 A. As moléculas que comp&em estes tlineis hexagonais s3o

geradas por um eixo de rotacdo-inversdo de ordem 3, operador de simetria com simbologia 3,

posicionado em [1/4 3/4 z] na cela unitaria.

Espectroscopia de UV-Vis

Espectros na regido do UV-Vis dos compostos 1 e 2 foram feitos a temperatura
ambiente em MeOH e DMSO, respectivamente, com variagdo na concentragcdo e na regido
espectral de 190-590nm, e as atribui¢cbes das principais bandas sdo comparadas com a
literatura.”® Compostos triazenidos possuem comportamento croméforo,®® apresentando
maximos de absor¢do na regido de 190-500 nm. Os compostos 1 e 2, em MeOH e DMSO,
respectivamente, apresentam comprimentos de onda Ams. em aproximadamente 360 e 405 nm
indicando absorcao referente a transicdo n—n* caracteristica do grupamento [N=N], regido

que caracteriza a coloragcdo amarelada dos triazenos. As bandas observadas em 262 e 312 nm,
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respectivamente, sdo atribuidas a transicdo m—n* dos anéis aromaticos. Além disto, pode-se
observar uma banda com Ama. em aproximadamente 210 e 270 nm, estas caracterizam as
transi¢des n—c* do grupamento sulfonamida no ligante 1 e no complexo 2.

Os coeficientes de absortividade molar (¢) foram calculados para os compostos 1 e 2,
nos comprimentos de onda iguais a 363 e 405 nm, respectivamente, e apresentaram valores de
5,56x10°% e 6,95x10* L.mol™.cm™, respectivamente.

A Figura 3 (ver em informacdes suplementares) mostra uma comparagdo de espectro
UV-Vis do ligante 1 e do complexo 2 nas concentragdes de 145,6 e 60,9 uM,
respectivamente. Pode-se observar um deslocamento batocrémico (para o vermelho) de 45 nm
referente a banda [N=N] no espectro do complexo 2 em relacdo ao espectro do ligante 1. Esse
deslocamento pode ser atribuido ao efeito causado pelo &tomo pesado do ion de paladio sobre
o ligante triazenido desprotonado, ocorrendo uma transferéncia de carga metal-ligante
(TCML) atribuido ao acoplamento spin-6rbita, efeito semelhante ao descrito em um estudo
publicado por Xie et al. (2011).%*

Atividade bioldgica
Atividade antibacteriana

O perfil de sensibilidade dos 10 isolados clinicos, bem como o0s genes de
resisténcia encontrado nessas amostras e 0s espécimes clinicos envolvidos, encontram-se no
Quadro 1 das InformacGes Suplementares.

Os valores de CIM apresentados pelos compostos 1 e 2 revelaram atividade de
estreito espectro, frente as bactérias gram-positivas, na faixa de 64 e 128 ug mL-' (Tabela 3).
Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por Horner et al. (2008),* que ao analisar a
CIM de 15 compostos triazenos, encontraram amplo espectro de atividade antibacteriana
(cepas gram-positivas e gram-negativas) na faixa entre 32 e 128 pg mL™. Dois anos apés,
Domingues et al. (2010),> analisando seis triazenos demonstraram que 0s compostos
ensaiados apresentavam amplo espectro de atividade antibacteriana, na mesma faixa (32 e 128
ng mL™). Ombaka et al. (2012),% ao avaliarem 11 hidroxitriazenos, encontraram atividade
antimicrobiana de estreito espectro, na faixa de 12,5 a 100 pug mL™, além da atividade
antifingica.

A complexacdo de metais de transicdo aos antibidticos vem sendo uma das

estratégias dos pesquisadores, visando contornar o problema de resisténcia intrinseca ou
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adquirida das bactérias.*® Estudos de Anacona e Osorio (2008) envolvendo complexacio de
metais & sulfonamidas revelaram que os complexos obtiveram melhores atividades
antibacterianas frente as cepas ATCC de Escherichia coli 25922, Staphylococcus aureus
25923 e Pseudomonas aeruginosa 27853 quando comparadas as atividades dos
antimicrobianos testados separadamente.®*

Rocha et al. (2011)** complexaram metais de paladio(ll) & tetraciclina e
doxiciclina, observando que essa complexacdo foi responsavel por 16 vezes e 2 vezes mais
acao, respectivamente, frente a linha de Escherichia coli HB101/pBR322, quando comparadas
com a droga livre.** Em nosso estudo, ao complexarmos Pd(Il) com a sulfonamida também
verificamos resultados semelhantes, uma vez que a complexacdo resultou em melhores
atividades frente as amostras testadas, em comparacdo com a acao do ligante.

O provavel mecanismo envolvido na atividade antibacteriana dos dois
compostos ensaiados no nosso estudo pode ser 0 mesmo que Goswami e Purohit (2001),*
Horner et al. (2008)* e Ombaka et al. (2012)** citaram, ou seja, devido a sua capacidade
quelante, os TZC formariam quelatos com constituintes da parede celular bacteriana,
impedindo sua sintese.

O fato de apresentar fraca atividade frente as bactérias gram-negativas pode ser
explicado devido a maior complexidade da parede celular, aliada ao fato, atualmente relatado,
de que a pequena expressdao de porinas na membrana externa dificultaria a entrada dos

antimicrobianos para o interior das bactérias, tornando-as resistentes.*

Tabela 3 - Atividade antibacteriana in vitro dos compostos triazenos 1 e 2 frente a cepas
bacterianas ATCC e isolados clinicos MDR.

Cepas bacterianas ATCC / CIM (ug mL™)
Isolados clinicos MDR Compostol Composto 2

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27859 >128 >128
Klebsiella pneumoniae ATCC700603 >128 >128
Micrococcus luteus ATCC 7468 =64 >128
Enterococcus faecalis ATCC 51299 >128 =64

Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 >128 >128
Staphylococcus aureus ATCC 25923 >128 >128
Escherichia coli ATCC 35218 >128 >128

Staphylococcus epidermidis ATCC12228 >128 >128
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Salmonella thyphymurium ATCC14028 >128 >128
Bacillus cereus ATCC14579 >128 >128
Enterococcus faecalis ATCC29212 >128 >128
Staphylococcus aureus 1 >128 =128
Staphylococcus aureus 2 >128 >128
Pseudomonas aeruginosa >128 >128
Klebsiella pneumoniae 1 >128 >128
Klebsiella pneumoniae 2 >128 >128
Escherichia coli >128 >128
Acinetobacter baumannii 1 >128 >128
Acinetobacter baumannii 2 >128 >128
Staphylococcus epidermidis 1 >128 >128
Staphylococcus epidermidis 2 >128 >128

ATCC: American Type Culture Collection; MDR: Multidrug Resistance; CIM: Concentracéo Inibitdria
Minima

Ensaios Citotéxicos

A citotoxicidade dos compostos 1 e 2 foi investigada frente a 22 amostras de
aspirados de medula dssea de pacientes portadores de doenca hematoldgica e 1 amostra
controle. Das 23 amostras, 12 eram de pacientes do sexo feminino e 11 do masculino; 17
amostras foram provenientes de pacientes recém diagnosticados com leucemia, 4 de pacientes
recidivantes ao tratamento e 1 amostra de fase acelerada. Em relacdo ao diagndstico, a
distribuicdo das amostras foi a seguinte: 10 de leucemia mieldide aguda (LMA), 7 de
leucemia mieldide cronica (LMC), 1 leucemia linfoide aguda (LLA), 1 leucemia linfoide
crénica (LLC) e 3 sindrome mielodisplasica (SMD) que, para fins estatisticos foram
agrupados no grupo “outros” totalizando 5 amostras, ¢ 1 amostra controle. Informagdes mais
detalhadas acerca das amostras, como idade e cariétipo, podem ser vistas no Quadro 2 das
informagdes suplementares. Na Tabela 4, encontram-se 0s resultados da analise estatistica,

considerando os tipos de leucemia, ICs e nivel de significancia (p-valor).
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Tabela 4 — Comparacdo da citotoxicidade (ICsp) em relagéo aos diferentes tipos de leucemia

Composto
ICso (mmol mL™) (DP)

Diagndstico p-valor
1 2

LMA 29,78 (28,53) 19,90 (22,97) 0,0833

LMC 27,83 (25,22) 7,51 (4,65) 0,0000

Outros 83,64 (62,36) 26,44 (32,29) 0,0014

Controle 14,05 (0) 11,54 (0) 0,0253

DP= Desvio-padrdo; ICsy= concentracdo necessaria para atingir 50% de inibi¢do do crescimento celular;
Outros= 5 amostras:1 LLA, 1 LLC e 3SMD

Ao compararmos os dois compostos nos diferentes tipos de leucemia, através do teste
de Mann-Whitney, foi possivel verificar que existem diferencas significativas quanto aos
efeitos citotoxicos entre as amostras de LMC, outros e controle (p<0,05).

Em todas as analises citotoxicas, o composto 2 obteve melhores resultados que o 1,
sendo 1,49 vezes mais ativo na LMA, 3,70 vezes na LMC e 3,16 no grupo outros. Estes
resultados sugerem que a complexagdo com ions de Pd(II) contribuiu para melhorar a agdao do
composto, assim como ja relatado em outros estudos anteriormente.*%>”*°

Os compostos avaliados apresentaram melhor atividade frente as amostras de LMC,
com valores de ICs, entre 8,48 até 71,61 mmol mL* para o ligante (1) e ICsy de 1,069 até
13,83 mmol mL™ para o complexo (2). A amostra que apresentou ICso- 13,83 mmol mL* era
proveniente de um paciente recidivado ao tratamento convencional, além de apresentar
cariotipo alterado, 48,XY,+8,t(9;22)(g34;q11),+der(22)t(9:22), sendo entdo classificado como
um paciente com prognoéstico desfavoravel. (Quadro 2 das Informagdes Suplementares).
Sugere-se que a variagdo das respostas apresentadas pelos compostos possa ser atribuida as
diferencas citogenéticas das amostras dos individuos, visto que essa variagao génica interfere
na eficécia e toxicidade do composto em estudo.*'*

Recentemente, um estudo de Moraes et al. (2013)*° avaliou a citotoxicidade de
compostos de Pd(I) frente a linhagem celular K562 (LMC Ph+) e amostras de sangue
periférico de LMC, obtendo resultados bastante similares (ICso=1,2 mmol mL'l) aos que

encontramos com 0 nosso composto, que também apresenta ions de Pd(II) complexado. Cabe
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ressaltar que a metodologia empregada nessa pesquisa foi a mesma que adotamos (biensaio
colorimétrico com MTT). Além disso, os autores encontram resultados dose-dependente.*

Nas amostras de LMA, a melhor ICsy encontrada para o composto 1 foi de 5,582
mmol mL™" ao passo que esse valor foi de ICs;= 0,309 mmol mL'l, para o 2 (Quadro 2 das
informacdes suplementares). Esses resultados sdo similares aos apresentados por um estudo
publicado em 2010, no qual o potencial citotéxico dos TZC estudados frente a LMA, foi de
ICs50= 1,83 mmol mL! Além disso, também foi avaliada a ICsy do antineoplasico
Dacarbazina® (DCZ), em corrente uso clinico, e foi verificado ICsy significativamente mais
elevada (ICso= 132,4 mmol mL™").?

A LMA é o tipo de leucemia mais diagnosticada em adultos, sendo que o tratamento
de primeira linha atualmente € a citarabina (antimetabdlito que apresenta dois atomos de
nitrogénio e é andlogo a molécula de pirimidina), a qual induz remissdo completa. Porém,
quando ocorre resisténcia a longo prazo, um aumento da dose é necessaria, manifestando-se
efeitos colaterais mais agressivos. Esses fatos justificam o envolvimento dos grupos de
pesquisa atuais na sintese de novas moléculas com atividade antineoplasica.***

Os compostos TZC aqui estudados apresentaram satisfatérios resultados de I1Csg, 0S

2,6,45

quais podem ser comparados aos de literatura atual e atribuidos ao grupamento triazeno, a

complexacéo com fons de Pd(11)*%%#% 4148

e ao grupamento sulfonamida.

DCZ e Temozolomida® sdo compostos triazenos que constituem tratamento de
primeira linha para melanoma metastéatico e glioma, respectivamente.>*® O mecanismo de
acdo deles esta relacionado, em termos quantitativos, com a posicdo N’ da guanina. Porém, a
metilacdo da posicdo O°-guanina mediada pelo fon metildiazonio (em torno de 9% do produto
formado), é considerada a principal posicdo responsavel pelos efeitos citiotoxicos dos
TZC.>*® No caso dos dois compostos analisados nesse estudo, somou-se o efeito do

grupamento triazeno com o dos ions de Pd.
Experimentos
Material e métodos
Os espectros de RMN *H e *C foram obtidos por um espectrdmetro de ressonancia
magnética e nuclear da marca BRUKER® DPX-400, e foram registrados em 400 MHz. Os

espectros de absorcdo do infravermelho foram realizados em pastilhas de brometo de potéssio

(KBr). O aparelho utilizado foi Espectrometro Bruker Tensor 27 que abrange a regido de 370
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— 4000 com™. Os espectros foram registrados na regido de 400-4000 cm™. A analise de
espectros eletrénicos foi realizada em um espectrofotdmetro de Ultravioleta e Visivel (UV-
Vis) Shimadzu, em solucdes de dimetilsulfoxido. Os espectros foram registrados na regido de
590 — 190 cm™,

Anélise estrutural difracéo de raios X

Os dados de difracdo de Raios X foram coletados em um difratbmetro Bruker Kappa
Apex Il CCD (Charge Coupled Devide detector). A radiagdo usada foi de Mo-Ko de
comprimento de onda (L) igual a 0.71073 A, e um monocromador de grafite, e foram
utilizados monocristais dos complexos triazenidos fixados em fio de vidro para coleta de
dados. A reducdo de dados e a correcdo de absorcdo envolveram os programas SAINT e
SADABS,*" respectivamente. As estruturas foram resolvidas via Métodos Diretos e 0
refinamento dos dados incluiu fatores estruturais ao quadrado (F?) e 0 método dos minimos
quadrados incluindo matrizes completas, empregando-se paramentros térmicos anisotropicos
para 0s atomos néo-hidrogenoides.”**® Apés a reducdo dos dados o grupo espacial foi
determinado pelo programa XPREP (APEX II). Tabelas com parametros cristalogréaficos e
detalhes referentes as coletas de dados e refinamentos das estruturas foram geradas com o
programa WingX.>* As representacdes graficas das estruturas foram geradas com o programa
DIAMOND.>® As coordenadas fracionarias dos 4&tomos de hidrogénio dos anéis fenila foram
obtidas geometricamente [C(sp’)-H = 0.93 A], [N(sp®)-H = 0.89 A] e refinados na forma
anexada aos respectivos 4tomos de carbono e nitrogénio, incluindo parametros térmicos
isotropicos, com valores Uiso(H) relacionados a 1.2 UeCsp?, 1.2 UegNsp® e 1.2Ueq Nsp?,

respectivamente.>

Sintese

Sintese do pré-ligante 1,3-Bis(4-sulfonamidafenil)triazeno (1)

Uma solugdo de 4-aminobenzenosulfonamida (5,65 mmol, 0,86 g) em acetonitrila (15
mL), foi mantida a uma temperatura de 0°C e sob agitagcdo constante. Nestas condic¢des foi
adicionado, lentamente, nitrito isoamilico (3 mmol, 0,3515g; 0,404 mL). O meio de reagéo foi
mantido sob agitagdo por 2 horas a temperatura ambiente. O precipitado formado foi extraido

com THF purificado e isolado a presséo reduzida. O composto (1) foi purificado por coluna
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cromatogréafica (silica gel), hexano/acetona 50%, e recristalizado em DMSO, originando
monocristais com forma de blocos amarelos aptos a difracdo de raios X para analise estrutural
cristalina e molecular. Foi obtido solido amarelo. Rendimento baseado na 4-
aminobenzenosulfonamidade: 95% (m = 0,9538g; 2,684 mmol). Estavel ao ar e a temperatura
ambiente; P.F = 164-166° C; A.E. (%) para CHN: C1,H13N5S,04, 355,393 g.mol™: C 41,84
(calculado 40,55), H 4,6 (calculado 3,69), N 16,57 (calculado 19,70). IR em KBr (cm™):
Vas(NH) 3477; vas(NH2)amida 3384; VOIN—H)Triazeno 3319; vas(N-H) 3242; v(NH)1625; 3(Anel
aromatico)1596; 6(N—H)riazeno 1502; V(N=N)1444; v,5(SO,)1400; vs(SO2) 1311; v(N-N)1147;
8(NH2)amiga 1091; v(S—N) 891; v(Aromaticos para-substituidos) 825; 5(SO,) 540. RMN *H:
(400 MHz, DMSO-dg) & = 12,99 (s, J = 12,99Hz, 1H, NH) ppm; 7,86 — 7,31 (m, 4H, ArH);
6,89 (s, J = 6,89Hz, 2H, SO,NH,); 6,62 (d, J = 8,7 Hz, 4H, ArH ); 5,75 (s, 2H, SO,NH,).
RMN *3C: (400 MHz, DMSO-dg) & = 152,87; 131,10; 128,48; 113,59; 40,60. UV-Vis:
Amax/nim (MeOH) 210; 262; 363 (363 = 5,56x10° L.mol™.cm™).

Sintese de {trans-Bis[1,3-bis(4-sulfonamidafenil)triazenido-kN']bis(piridina-
kN)paladio(l)}{tetra(piridina- kN)paladio(l1)}bis(potassio)-monohidratado (2)

Dissolveu-se o ligante 1 (0,2 mmol, 0,072 g) em acetonitrila e dimetilsulféxido (4:1)
(10 mL) seguindo a desprotonacdo do ligante com 5 gotas de solucdo de hidréxido de potéssio
em metanol (1g de KOH em 10 mL de metanol), obtendo-se uma solucdo amarelo-alaranjada.
Em seguida, adicionou-se solucdo de cloreto de paladio(ll) — PdCI; (0,3 mmol, 0,054g), em
uma mistura de acetonitrila e piridina (1:6) (7 mL). A solucdo resultante de coloracdo
alaranjada foi mantida sob agitagdo constante por 6 horas. Cristais amarelos de forma
hexagonais, aptos a difracdo de raios X, foram obtidos por evaporacdo lenta do solvente.
Estavel ao ar e a temperatura ambiente; P.F. = 194-198° C; A.E. (%) para CHN:
CssHsoN165404Pd>K5, 1496,453 g.mol™: C 41,59 (calculado 43,34), H 4,07 (calculado 4,04),
N 13,74 (calculado 14,97). IR em KBr (cm™): vas(NH2) amidga 3340; v(N—H)riazeno 3242; Amida
secundaria overtone 3022; d(Anel aromatico)1596; v(N=N)1454; v,(SO,)1417; vPy 1352;
Vas(SO2) 1288; v(N-N)1209; 6(NH2)amida 1093; v(S—N) 891; v(Aromaticos para-substituidos)
835; V(NH)amida secundaria 763; vV(Aromaticos monossubstituidos) do anel piridina 698; 3(SO>)
553. RMN 'H: (400 MHz, DMSO-ds) & = 9,34 (d, 1H, S(O),NH); 8,75 (d, J = 22,6 Hz, 8H,
ArH); 8,57 (s, 6H, ArH); 8,40 (s, 1H, NH); 7,93 (d, J = 39,7 Hz, 10H, ArH); 7,77 (s, 9H,
ArH); 7,66 (s, 1H, S(O),NH); 7,55-7,35 (m, 15H, ArH); 7,26 (d, J = 14,4 Hz, 9H, ArH).
RMN *3C: (400 MHz, DMSO-dg) & =153,90 (d, J = 15,5 Hz); 153,58 (s); 150,59 (s); 140,45
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(s); 137,14 (s); 128,06 (s); 127,23 (s); 126,78 (s); 126,49 (s); 124,94 (S). UV-Vis: Anax/nM
(DMSO): 270; 312; 405 (405 = 6,95x10* L.mol™*.cm™).

Testes bioldgicos

Ensaios Antibacterianos

A atividade antibacteriana in vitro foi realizada frente a 21 amostras de espécies
bacterianas sendo 11 cepas de referéncia American Type Culture Collection (ATCC) e 10
isolados clinicos multirresistentes (MDR). As cepas padrfes testadas foram: Bacillus cereus
14579, Enterococcus faecalis 29212, Enterococcus faecalis 51299, Escherichia coli 35218,
Klebsiella pneumoniae 700603, Micrococcus luteus 7468, Pseudomonas aeruginosa 27859,
Salmonella thyphymurium 14028, Staphylococcus aureus 25923, Staphylococcus epidermidis
12228 e Staphylococcus saprophyticus 15305. Os isolados clinicos foram provenientes da
rotina do Laboratorio de Anélises Clinicas do Hospital Universitario de Santa Maria e
identificados através do sistema automatizado MicroScan® - SIEMENS como espécies
multirresistentes, de acordo com a ANVISA em seus critérios da nota técnica n°1/2010.%°
Staphylococcus aureus (2 isolados), Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae (2
isolados), Escherichia coli, Acinetobacter baumannii (2 isolados) e 2 amostras de
Staphylococcus epidermidis constituiram os isolados MDR testados.

O teste de suscetibilidade antimicrobiana utilizado foi a microdiluicdo em caldo Mueller
Hinton para determinar da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), a qual representa a menor
concentracdo do composto testado capaz de inibir o crescimento visivel do microrganismo
apos 24 horas de incubacdo. Essa metodologia segue o protocolo preconizado pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute 2012.°" Inéculos bacterianos foram preparados por meio
da diluicdo das bactérias com solucéo salina estéril até atingir o padréo de turbidez 0.5 na
escala de McFarland (1,5 x 108 UFC mL™), ajustada ap6s leituras em espectrofotdmetro a 625
nm. Os compostos foram diluidos em &gua/etanol na proporcdo 1:1. Apds, 100pL desses
indculos foram pipetados em uma placa de 96 pogos contendo caldo Mueller Hinton e o
composto diluido. Posteriormente, foram realizadas sucessivas dilui¢des em série, de modo a
atingir dez diferentes concentracdes dos compostos em cada ensaio (0,25 a 128 mg mL™). As
microplacas foram entdo incubadas por 24 horas em estufa de 35 + 2° C. Apo0s a incubacéo,
10 pL de cloreto de 2,3,5 -trifeniltetrazdlio (CTT) a 2% foram adicionados. Todos 0s ensaios

foram realizados em triplicata (CLSI, 2012)
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Ensaio Antitumoral In Vitro

O teste de citotoxicidade foi analisado em triplicata atraves do ensaio colorimétrico do
brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) descrito por Mosmann
(1983).%® As amostras de medula 6ssea eram excedentes da rotina clinica do Laboratério de
Hematologia-Oncologia do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), Santa Maria, RS,
Brasil. Foram coletadas 23 amostras a partir do aspirado de medula dssea, sendo que 18 destas
eram de pacientes sem tratamento antineopldsico prévio, com suspeita de leucemia; 4
amostras de pacientes recidivantes ao tratamento convencional e 1 amostra de paciente sem
leucemia, usada como controle. O ensaio utilizou as células mononucleares as quais foram
cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com soro bovino fetal (SBF-Gibco®),
penicilina G 100U ml™ e sulfato de estreptomicina 100 ug ml™, a 37°C em atmosfera com 5%
de CO,, por 24 horas. A fim de verificar a viabilidade das células, foi adicionado o corante
azul de tripano na proporcdo 1:6 de suspensdo celular. A quantidade das células viaveis foi
verificada em camara de Neubauer com aumento de 400X e a concentracdo das células foi
ajustada para 3x10° células mL™.

Os compostos testados foram previamente dissolvidos em &gua/etanol 1:1 até as
concentracdes 100, 50 e 12,5 mmol mL™. A fim de analisar o efeito citot6xico dos compostos,
foram pipetados em microplacas de 96 pocos: 3x10° células mL™ por poco, meio RPMI e as
diferentes concentracdes dos compostos. Essas microplacas foram incubadas durante 20 horas
a 37 ° C em atmosfera de 5% de CO,, seguida de adicdo de 10pL da solucdo de MTT (5 mg
mL™) e posterior incubacdo nas mesmas condicdes por 4 horas. Dimetilsulfoxido (100 pL) foi
adicionado as placas ap0s as 24 horas de incubacdo. A inibicdo do crescimento celular foi
determinada a partir da leitura de absorbancia de cada poco a 570 nm utilizando o leitor de
microplacas Epoch®, comparando com o controle negativo ndo tratado. A ICs, refere-se a
concentracdo do composto necessaria para reduzir em 50% a viabilidade celular. Para
determinar a 1Cso, 0s dados experimentais utilizando analise de regressdo nédo linear foram
inseridos no programa GraphPadPrism 5.0, revelando assim a ICsy nas diferentes

concentracdes do composto das diferentes amostras.

Conclusodes
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A estrutura cristalina do ligante (1) demonstra a formacdo de synthons supramoleculares por
meio de ligagcBes de hidrogénio cléssicas envolvendo adtomos do grupamento sulfonamida.
Contudo, na combinacdo destas interacbes, pode-se observar a formacdo de arranjos
supramoleculares 3-D, importantes nos estudos da farmacologia e na engenharia de cristais.
No estado so6lido do complexo 2, ocorre a formagdo de tuneis hexagonais com diametros de
aproximadamente 47 A .Os compostos 1 e 2 apresentaram atividade antibacteriana de estreito
espectro direcionada as espécies gram-positivas. Os dois compostos mostraram significativos
efeitos citotoxicos nas amostras testadas e o composto 2 apresentou menor 1Cso que 0 1
(Quadro 2 - informacgGes suplementares). Houve diferencgas significativas das respostas entre 1
e 2 nas amostras de LMC, outros e controle. Estatisticamente existe diferenga significativa ao
compararmos a porcentagem de morte celular entre os dois compostos, nas concentracdes de
12,5 e 50 nmol mL™ (p<0,05) (Tabela 5 — informagdes suplementares). Apresentamos dois
TZC com promissores resultados citotdxicos o0s quais podem estar associados,
sinergicamente, a presenca do grupamento triazeno, & sulfonamida e aos ions de palédio,

constituindo agentes com potencialidade antineoplasica.

Informacdes Suplementares
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Figura 3: Espectro com comparacdo de espectro UV-Vis do ligante 1 e do

complexo 2 nas concentragdes de 145,6 e 60,9 uM, respectivamente.

'/_N 'y R 03?____4 N2

03"+, H4
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Figura S.1 - Projecdo no eixo cristalografico b dos dimeros centrossimétricos formando

synthons supramoleculares por ligacfes de hidrogénio classicas (1.a) N2—H4e++O3 ¢ (2.a)
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N1-H5¢01. Em (1.b) e (2.b) séo destacados os anéis designados R%(8) formados pelas
ligagdes de hidrogénio. Codigos de simetria: (°): [-X, 2-Y, -z] (1.a) e [¥2-X, Y2ty, -Y2-2] (2.3).

S1A -T T T-I12'

02 c12'

c14'
Cc14

Figura S.2 - Projecdo no eixo cristalografico b dos dimeros centrossimétricos formando
synthons supramoleculares por ligacdes de hidrogénio classicas C12-H12¢++02. Destaque
para o anel formado designado R%(12) formado por ligacdes de hidrogénio. Cédigos de

simetria: (“): 1-X, 5-Y, -Z.
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Figura S.3 - Projecdo do arranjo com destaque do anel formado por ligacdes de hidrogénio do grupamento sulfonamida. Atomos de hidrogénio aromaticos
foram omitidos para melhor visualizagdo. Cdodigos de simetria: (°): 1,33+y, 0,66-x+y, -0,33-z; (*’): 2-x+Yy, -X, z; (“”): 1,33-X, -1,33-y, -0,33-z; (*): -y, -2+X-Y, Z,
(““): -0,66+x-y, -1,33+x, -0,33-z.
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Figura S.4 - Projecdo dos tuneis hexagonais gerados pelo empacotamento de moléculas com visualizacdo no plano cristalogréafico ab. Destaque das interaces
intermoleculares K:--O---HW responsaveis pela formagdo de cavidades hexagonais. Codigos de simetria: (°): 0,333+x, -0,333+y, -0,333+z; (*’): 1,333-x+y, -
0,333-x, -0,333+z; (“*): 0,333-y, -1,333+x-Y, -0,333+z; (#): 2-x+Y, -X, z; (##): -y, -2+X-y, Z.
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Amicacina - - R R | R R | -
Amoxacilina/Clavulonato R R - R R R - - - -
Ampicilina/Sulbactam R R - R R R R | - -
Ampicilina Blac Blac - R R R - R - -
Aztreonam — - - R - - - - - -
Cefazolina R R - - - - R R - -
Cefalotina - - - R - - - - - -
Cefepime - - - R R R - - - -
Ceftazidime - - R R R R R R - -
Ceftriaxona R R - R - - - - - -
Cefoxitina - - - - - - R R R R
Cefuroxime - - - - R R - - - -
Ciprofoxacino - - R R R R R R S S
Clindamicina R R - - - - - - S S
Daptomicina S S - - - - - - - -
Eritromicina R R - - - - R R S R
Ertapenem - - R S R - - - -
Gentamicina R R R R R R S R S R
Imipenem R R R S S S R | - -
Levofloxacino R R - - R R R R S S
Linezolida S S - - - - - - S S
Meropenem R R R S S - R R - -
Nitrofurantoina - - - - - R - - S S
Norfloxacino - - - - - - - - S S
Oxacilina R R - - - - - - R R
Penicilina G Blac Blac - - - - - - R R
Piperacilina/Tazobactam - - - - R R - - - -
Polimixina B - - S - - - - S - -
Rifampicina R R - - - - - - S S
Sulfametoxazol/trimetropina R S - R R R R R R S
Teicoplamina - S - - - - - - S S
Tetraciclina - - - - - - - - R R
Ticarcilina/Clavulonato - - R - R S R R - —
Tigeciclina - - - - - - - - R S
Tobramicina - - R - R R S S - -
Vancomicina S - - - - - - - S S

Quadro 1- Perfil de sensibilidade, espécime clinico e genes de resisténcia dos isolados clinicos.

R: resistente, S: sensivel, I: intermediario, Blac: Beta-lactamase positiva; —: ndo testado
Isolados clinicos de *:sangue periférico; M: escarro; ®: secre¢do traqueal; A : urina
Expressdo dos genes: *: mecA; ¢:icaD
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Pcte S ldade Diagn Status Citogenética Progn % Viabilidade Celular 1Cso (umol mL™?)
Composto 1 Composto 2 @) )
100 50 12,5 100 50 12,5
1 F 63 LMA-M7 Recid 46,XX INT 11,30 - 35,77 37,68 - 28,29 7,338 7,239
2 F 48 LMC Diagn 46,XX,1(9:22)(q34;q11) SVP - 32,37 37,69 80,60 - 14,41 10,77 6,108
3 F 67 LLC Th 46,XY SVP 76,84 61,42 72,01 37,72 37,06 73,13 151 38,41
4 F 49 LMC Diagn 46,XX,t(9:22)(q34;q11) SVP 29,22 73,33 81,53 20,55 53,44 18,10 71,61 9,156
5 F - LMC Diagn 46,XX,1(9;22)(q34;q11) SVP 26,23 51,92 27,95 54,17 19,47 36,03 15,05 13,83
6 F - Controle N 46,XX SVP 8,96 52,01 33,70 37,08 43,00 23,27 14,05 11,54
7 M 55 SMD T - INC 32,06 43,60 39,69 6,54 23,80 23,98 20,09 5,402
8 M 14 LMA-M4 Diagn 46,XY,inv(16)(p13q22)[04]/47 s1,+22[04]/48 sdI1, DESF 17,47 18,01 34,16 11,21 19,94 20,02 8,04 4,406
+8[04]/50,5d12,+7[04]
9 M 78 LMC Diagn 46,XY,1(9;22)(q34;q11) SVP 12,39 29,51 31,35 7,34 6,73 5,66 8,488 1,069
10 F 30 LMA-M3 Recid 46,XX,t(15;17)(922;021) fav 82,54 19,05 8,93 20,04 0 0 5,582 0,309
11 M 17 LMA-M3 Diagn Teste Fish t(15,17) FAV 14,86 94,22 45,50 29,36 27,80 78,99 55,61 31,31
12 M 7 LMA-M4 Diagn 46,XY INT 42,43 26,84 31,33 40,33 21,06 24,66 11,62 7,589
13 M 66 LMA-M2 Diagn 44~45,XY del(4)(q24)[4],-7[5],-15[9],-16[4].- DESF 39,67 73,53 90,07 59,67 56,87 65,67 93,04 81,69
18[8],+r[7],+mar[6][cp10]
14 M 45 LMC C. blast. 48,XY,+8,1(9;22)(q34;q11), +der(22)t(9:22) DESF 39,63 38,37 29,67 34,94 35,51 31,96 13,99 13,14
15 M 51 LMA-M5 Recid 46,XY INT 51,79 - 51,33 34,94 35,51 31,96 14,22 13,14
16 F 49 LMA-M5 Diagn 46,XX INT 37,65 54,75 41,61 47,22 38,93 34,46 32,32 19,84
17 M 46 LMC Diagn 46,XY,t(9;22)(q34;q11) SVP 34,51 27,30 39,03 26,13 28,98 22,61 13,79 6,919
18 M 52 LMA-M2 Diagn 46,XY INT 43,80 35,48 27,33 27,87 24,16 71,49 12,58 25,58
19 F 66 SMD Diagn - - 73,44 48,69 64,77 51,40 68,56 60,61 94,48 82,62
20 F 26 LMC Diagn 46,XY,1(9;22)(034;q11) SVP 44,18 60,61 62,76 0 1,73 17,14 61,13 2,356
21 M 82 SMD T mn(40~44)[14]/mn(70~80)[9])/mn(81~87)[2] DESF 65,64 74,74 72,77 0,32 0 0 1447 0,004
22 F 61 LLA-B Diagn 45,XX,-10 DESF 35,25 23,25 26,15 24,85 18,25 23,56 7,959 5,77
23 F 70 LMA-M4 Diagn 46,XX,16qh+ INT 61,38 43,01 60,57 25,65 31,41 24,84 57,47 7,959

Quadro 2 — Perfil das amostras, citogenética, viabilidade celular e ICs, dos compostos (1) e (2)

Pcte: paciente; S: Sexo (F: feminino; M: masculino); Diagn: diagnéstico (LMA: Leucemia Miel6ide Aguda, com seus subtipos M2, M3, M4, M5 e M7, LMC: Leucemia Mieldide Cronica,LLC: Leucemia Linféide Cronica,
SMD: Sindrome Mielodisplasica, LLA-B: Leucemia Linféide Aguda de células B); Status: (C. Blast.: crise blastica; Diagn: amostra de diagnéstico, Th: transformagdo blastica, N: normal, T: transformada); Progn: prognéstico
(INT: intermediério, SVP: sem valor prognéstico, DESF: desfavoravel, FAV: favoravel, INC: inconclusivo; ICsy: Concentracdo necessaria para inibir 50% do crescimento celular.
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Tabela 5 - Andlise da viabilidade celular (VC) e ICsy entre 0os compostos 1 e 2 em pacientes

de diagndstico

Composto e Status

concentragéo Diagnostico

(umol mL™) %V C Média ou ICso* DP p-valor
1125 45,43 (20,41) 0.0081
2125 31,77 (22,82)
1 50 46,76 (20,77) 0.0092
2 50 28,20 (18,30)
1100 40,01 (21,42) 0.1462
2100 31,11 (19,68)
11Csp 40,21* (43,32) 0.0000
2 1Cxp 17,19* (22,33)

DP: desvio-padréo; %VC média: porcentagem de viabilidade celular média; ICsy:Concentragdo necessaria

para inibir 50% do crescimento celular.
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3 CONCLUSAO

A estrutura cristalina do ligante 1,3-bis(4-sulfonamidafenil) (1) demonstra a formacdo de
synthons supramoleculares por meio de ligacdes de hidrogénio classicas envolvendo atomos
do grupamento sulfonamida. Contudo, na combinagdo destas interacdes, pode-se observar a
formagéo de arranjos supramoleculares 3-D, importantes nos estudos da farmacologia e na
engenharia de cristais. No estado solido do complexo {trans-bis-[1,3-bis-(4-
sulfonamidafenil)triazenido-kN*]bis(piridina kN)paladio(Il) }{tetra(piridina-
kN)paladio(11)}bis(potéssio) }-monohidratado (2), ocorre a formacdo de tineis hexagonais
com diametros de aproximadamente 47 A .Os compostos 1 e 2 apresentaram atividade
antibacteriana de estreito espectro direcionada as espécies gram-positivas. Os dois compostos
mostraram significativos efeitos citotoxicos nas amostras testadas e 0 composto 2 apresentou
menor 1C50 que 0 1 (Quadro 2 - informac6es suplementares). Houve diferencas significativas
das respostas entre 1 e 2 nas amostras de LMC, outros e controle. Estatisticamente existe
diferenca significativa ao compararmos a porcentagem de morte celular entre os dois
compostos, nas concentragdes de 12,5 e 50 nmol mL-1 (p<0,05) (Tabela 5 — informacdes
suplementares). Apresentamos dois TZC com promissores resultados citotdxicos os quais
podem estar associados, sinergicamente, a presenca do grupamento triazeno, a sulfonamida e

aos ions de palédio, constituindo agentes com potencialidade antineoplasica.
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