UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

TRIAZENOS E COMPLEXOS TRIAZENIDOS DE
OURO(l) E COBRE(ll): ATIVIDADE ANTILEUCEMICA
E ANTIBACTERIANA IN VITRO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Maisa Kraulich Tizotti

Santa Maria, RS, Brasil
2013



TRIAZENOS E COMPLEXOS TRIAZENIDOS DE
OURO(I) E COBRE(ll): ATIVIDADE ANTILEUCEMICA E
ANTIBACTERIANA IN VITRO

Maisa Kréaulich Tizotti

Dissertacao apresentada ao curso de Pos-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, Area de Concentracdo em Analises Clinicas e
Toxicolbgicas, da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS),
como requisito parcial para obtencao do grau de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas.

Orientadora: Profé. Dr2. Rosmari Horner

Santa Maria, RS, Brasil
2013



Ficha catalografica elaborada através do Programa de Geragdo Automatica
da Biblioteca Central da UFSM, com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Kraulich Tizotti, Maisa

Triazenos e complexos triazenidos de ouro(I) e
cobre(II): atividade antileucémica e antibacteriana in
vitro [/ Maisa Kraulich Tizotti.-2013.

52 p.; 30cm

Orientadora: Rosmari Hérner

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa
Maria, Centro de Ciéncias da Satide, Programa de Pds-
Graduacdoc em Ciéncias Farmacéuticas, RS, 2013

1. Triazenos 2. Leucemia 3. Bactérias 4. Complexos
triazenidos de ouro(I) 5. Complexos triazenidos de
cobre (II) I. Hdrner, Rosmari II. Titulo.




Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pos-Graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas

A Comissao Examinadora, abaixo assinada, aprova a Dissertacéo de
Mestrado

TRIAZENOS E COMPLEXOS TRIAZENIDOS DE OURO(I) E
COBRE(ll): ATIVIDADE ANTILEUCEMICA E ANTIBACTERIANA IN
VITRO

elaborada por
Maisa Kraulich Tizotti

como requisito parcial para a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas

COMISSAO EXAMINADORA:

o A > il )
ViRt W 0

Rosmari~ Hérner, Dr8.
(Presidente/Orientadora)

Luciana Maria Fontanari Krause, Dr*. (UNIFRA)

A‘\«\\b\k‘ .\/(.{,\l ‘7‘1_2(;)\/\
Virginia Maria Céser, Dr®. (UFSM)

Santa Maria, 22 de margo de 2013.



Dedico esta dissertacdo de mestrado a todas as pessoas
que fizeram parte desta conquista, especialmente aos meus
queridos pais José e Eliane, ao meu irmdo Marcel e ao meu
noivo Thiago por todas as palavras de apoio, incentivo, pelo

amor incondicional e compreensdo. Amo muito vocés!



AGRADECIMENTOS

A Deus por me fortalecer a cada dia e me guiar durante esta trajetoria!

A minha orientadora Proft. Dre. Rosmari Horner, sou eternamente grata
pela valiosa oportunidade a mim concedida e por colaborar de forma consideravel
com o meu amadurecimento profissional. Obrigada pela confianca, orientacdo,
dedicacdo, ensinamentos, sugestoes, respeito, apoio e paciéncia!

A minha mae Eliane, meu pai José e meu irmdo Marcel, que me
proporcionaram todo o apoio necessario e sdo meus maiores exemplos. Obrigada
por sempre acreditarem em mim, pelo amor incondicional, conselhos sabios,
carinho, incentivo, ajuda e investimento! Sem vocés esse sonho nao seria possivel!

Ao meu noivo Thiago, que sempre me apoiou em todas as minhas decisoes,
agradeco imensamente pelo seu amor, dedicacdo, carinho, respeito,
companheirismo, amizade e compreensao. Te amo muito!

Aos amigos que, mesmo longe, estdo sempre presentes na minha vida
transmitindo energias positivas e me apoiando em todos os momentos.

A todas as colegas do laboratorio de Bacteriologia pelo carinho,
amizade, parceria, ajuda e paciéncia ao longo destes anos. Agradeco em especial a
Claudia, minha colega e amiga de longa data que trabalhou comigo desde o
principio e também a Liliana, Livia, Monica, Rosiéli e Silvana pela amizade,
carinho e ajuda. Obrigada pelos momentos de descontracdo, pelos risos entre as
bolachinhas e o cafezinho, pelos almocos no RU, pelos conselhos nos momentos
dificeis, pelo incentivo, pelos conhecimentos transmitidos e principalmente por
terem se tornado mais do que colegas de laboratério. Adoro vocés meninas,
obrigada por tudo!

Ao setor de Hematologia-Oncologia do HUSM pela parceria e apoio.

Ao Niicleo de Investigacao de Triazenos e Complexos da UFSM, em especial
ao Prof. Dr. Manfredo Horner, ao Gustavo e ao Augusto pela sintese e
caracterizacdo de compostos investigados nesta dissertacao, pela ajuda e sugestoes.

Ao Programa de Poés-graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da
UFSM e ao Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas. Obrigada a
todos os professores e funcionarios!

Ao CNPq e a CAPES pelo suporte e apoio financeiro.



“A percepcao do desconhecido é a mais fascinante das
experiéncias. O homem que nao tem os olhos abertos para o
misterioso passard pela vida sem ver nada’.

Albert Einstein



RESUMO
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As neoplasias representam uma das principais causas de 6bito no mundo e esforcos para
descobrir terapias antineoplasicas mais eficazes tém conduzido a sintese de inimeras
moléculas. Além disso, o aumento da resisténcia bacteriana tem motivado a pesquisa por
novos agentes antimicrobianos. Notoriamente, os triazenos representam uma classe de
compostos com ampla versatilidade farmacoldgica, apresentando atividades antitumorais e
antibacterianas consideraveis. Da mesma forma, em razdo dos promissores resultados
obtidos em diversos estudos, complexos de ouro(l) e cobre(ll) vém sendo amplamente
visados como potenciais agentes terapéuticos. Desse modo, neste trabalho descreveu-se a
atividade antileucémica e antibacteriana in vitro de 1-(4-amidofenil)-3-(4- acetilfenil)triazeno
e do complexo relacionado [1-(4-amidofenil)-3-(4-acetilfenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l),
assim como, de 1,2,3-benzotriazina-4(3H)-ona e trés complexos triazenidos de cobre(ll)
relacionados. Os efeitos antiproliferativos sobre as células da medula 6ssea de pacientes
com neoplasias hematoldgicas e de pacientes ndo acometidos por cancer foram avaliados
por meio do ensaio colorimétrico com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
(MTT). As células mononucleares foram incubadas com diferentes concentracdes dos
compostos (100 — 50 — 12,5 umol mL™) durante 24 h. Além disso, foi determinada a
atividade antibacteriana destes compostos frente a bactérias gram positivas e gram
negativas utilizando-se o método de microdiluicdo em caldo Mueller Hinton. Os resultados
revelaram que a sensibilidade das células tumorais aos complexos foi superior a dos
ligantes livres. Os melhores resultados, em termos de atividade antileucémica in vitro, foram
obtidos para os complexos de cobre (ll), e, entre eles, o composto denominado Bis{[1,2,3-
benzotriazenido-4-ona)-xN°®](fenantrolina-xN*,N*°)(1,-[1,2,3-benzotriazenido-4-ona]-

xN? N®)}cobre(ll) mostrou-se o mais eficiente. Além disso, este composto apresentou uma
notavel atividade contra bactérias gram positivas e gram negativas. O complexo [1-(4-
amidofenil)-3-(4-acetilfenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l) exibiu efeitos antiproliferativos
expressivos, especialmente em células de paciente com sindrome mielodisplasica (Clsy =
7,72 umol mL™"). Em particular, a sua atividade citotoxica foi significativamente mais elevada
contra células tumorais do que contra células normais. Este composto também apresentou
atividade pronunciada contra as bactérias Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 e E. faecalis ATCC 51288 (CIM = 8 pug mL™). Assim,
estes resultados sugerem que tanto o complexo triazenido contendo (trifenilfosfina)ouro(l)
guanto o complexo triazenido de cobre(ll) contendo 1,10-fenantrolina representam uma
estratégia alternativa na concepcdo de novos metalofarmacos com propriedades
antitumorais e/ou antibacterianas.

Palavras-chave: Triazenos. Leucemia. Bactérias. Complexos de Coordenacgdo. Cobre.
Ouro.
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Cancer represents one of the leading causes of death worldwide and efforts to discover more
effective anticancer therapies have led to the synthesis of a wide diversity of molecular
species. Furthermore, the increase of the bacterial resistance has motivated the screening of
new antimicrobial agents. Notably, triazenes are a class of compounds with great
pharmacological versatility, presenting considerable antitumor and antibacterial activities.
Similarly, complexes of gold(l) and copper(ll) have been widely targeted as potential
therapeutic agents due to the promising results found in several research studies. Thereby,
in this work we describe the in vitro antileukemic and antibacterial activity of the 1-(4-
amidophenyl)-3-(4-acetylphenyl)triazene and related complex [1-(4-amidophenyl)-3-(4-
acetylphenyl)triazenido-xN®|(triphenylfosphine-«P)gold(l) as well as of 1,2,3-benzotriazin-
4(3H)-one and three related triazenide complexes of copper(ll). The antiproliferative effects
on bone marrow cells of the patients with hematological malignancies and of the patients
without cancer were evaluated using the bioassay of the reduction of 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5diphenyltetrazolium bromide - MTT). Mononuclear cells were incubated with different
concentrations of compounds (100 — 50 — 12.5 umol mL™) during 24 h. Antibacterial activity
against Gram-positive and Gram-negative bacteria by the microdilution technique in Mueller
Hinton broth was also evaluated. The results revealed that the sensitivity of tumor cells to the
complexes was higher than to the free ligands. The best results in terms of in vitro
antileukemic activity were achieved with copper(ll) complexes, and, among them, the
compound named Bis{[1,2,3-benzotriazenide-4-one)-xN*|(phenanthroline-xN*,N*°)(p,-[1,2,3-
benzotriazenide-4-one]-xN?, N*)}copper(ll) was found to be the most efficient. Moreover, this
compound had a remarkable activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria. The
complex  [1-(4-amidophenyl)-3-(4-acetylphenyl)triazenido-xN°](triphenylfosphine- xP)gold(l)
exhibited expressive antiproliferative effects, especially on cells from patient with
myelodysplastic syndrome (ICs, = 7.72 pmol mL™). In particular, its cytotoxic activity was
significantly higher against tumor cells than against normal cells. In addition, this compound
showed pronounced activity against Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 and E. faecalis ATCC 51288 (MIC = 8 pg mL™). Thus, these results
suggest that both triazenide complex including the [(triphenylphosphine)gold(l)]-fragment as
the triazenide complex of copper(ll) with 1,10-phenanthroline provide a strategy for the
architecture of new anticancer drugs and antibacterial agents.

Keywords: Triazenes. Leukemia. Bacteria. Coordination Complexes. Copper. Gold.
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1 INTRODUCAO

Considerando os dados epidemiol6gicos mundiais, pode-se inferir que as
doencas neoplasicas estdo em progressiva ascensdo. O cancer € responséavel por
pelo menos uma, em cada oito mortes no mundo (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2012) e as estimativas tém alertado que até o ano de 2030 havera um incremento
consideravel na incidéncia de neoplasias, as quais ocasionarao mais de 13 milhdes
de 6bitos (FERLAY et al., 2010).

Este aumento substancial no 6nus do cancer, aliado a rapida emergéncia de
fenbmenos de resisténcia a farmacos, sobretudo a agentes antimicrobianos
(APPELBAUM, 2012), tém se tornado um evidente problema de saude publica
mundial. Diante deste quadro, € de fundamental importancia um esforco
multidisciplinar continuo para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas,
mais eficazes e seletivas, de modo a superar esses desafios.

Em razdo das diversas propriedades farmacolégicas e tecnolbgicas ja
demonstradas pelos triazenos (TZCs), especialmente as atividades antitumoral,
antimicrobiana e de nuclease quimica, compostos desta classe tém sido
extensivamente pesquisados no intuito de se descobrir moléculas potencialmente
ativas (GADJEVA, 2002; BURR; MSELATI; THOMAS, 2003; HORNER, 2003;
MARCHESI et al., 2007; CAPORASO et al., 2007; ZHOU et al., 2007; PARAGINSKI,
2007; HORNER et al., 2008; BROCH, 2008; SEITER et al., 2009; REETZ, 2009;
DOMINGUES et al., 2010; CIMBORA-ZOVKO et al., 2011, CAPUCHA et al., 2012).

Outro aspecto relevante dos TZCs é que na qualidade de ligantes exibem alta
versatilidade quanto aos modos de coordenacdo, demostrando uma notavel
capacidade para satisfazer exigéncias estereoquimicas de uma ampla variedade de
complexos contendo metais de transigdo. Dessa forma, representam moléculas de
grande interesse na quimica de coordenacdo e também na quimica medicinal,
principalmente pela sua aplicabilidade biologica (BACK et al., 2012).

O triunfo do antineoplasico cisplatina e outros metalofarmacos, como o
tribxido de arsénio (utilizado no tratamento de leucemia), o antirreumatico auranofina
e o antimicrobiano sulfadiazina de prata, tem motivado a comunidade cientifica a

investigar a atividade farmacologica de novos complexos contendo metais de
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transicdo (GUO; SADLER, 1999; GAYNOR; GRIFFITH, 2012). Apesar do sucesso
clinico e comercial da cisplatina e seus derivados, desvantagens como a resisténcia
tumoral e significativa toxicidade tém restringido a utilizacdo destes farmacos
(KELLAND, 2007; WHEATE et al., 2010). Assim, h& esforcos consideraveis na busca
por novas abordagens terapéuticas baseadas em metais, mais eficazes e menos
toxicas.

Subsequentemente, uma série de novos complexos metalicos tém atraido
atencdo dos pesquisadores devido as suas promissoras propriedades bioldgicas,
especialmente atividade antitumoral (GAYNOR; GRIFFITH, 2012). Estudos
publicados nos ultimos anos enfatizam que tanto complexos de cobre (GAMA et al.,
2011; RAMAKRISHNAN et al.,, 2011) quanto complexos de ouro (NOBILI et al.,
2010; SANTINI et al.,, 2011) podem representar alternativas interressantes aos
complexos de platina.

Assim, utilizando-se da interdisciplinariedade da quimica medicinal, o
presente estudo caracteriza-se por uma avaliacao in vitro da atividade biolégica de
dois pré-ligantes triazenos e complexos de ouro(l) e cobre(ll) relacionados. S&o
relatados os seus efeitos antiproliferativos sobre células mononucleares da medula
Ossea, obtidas principalmente de pacientes com diagnostico de leucemia, bem
como, de pacientes ndo acometidos por doenc¢as neoplasicas (controle). Da mesma
maneira, apresenta-se a atividade antibacteriana destes compostos frente a

diferentes espécies patogénicas.

1.1 Objetivos

1.1.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antileucémica in vitro de dois pré-ligantes triazenos e
complexos triazenidos de ouro(l) e cobre(ll) relacionados, bem como, investigar a
atividade antibacteriana destes compostos frente a diversas espécies bacterianas

comumente envolvidas em infecgoes hospitalares.
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1.1.2. Objetivos especificos

Avaliar, por meio de ensaio colorimétrico, os efeitos antiproliferativos in vitro
do pré-ligante 1-(4-amidofenil)-3-(4-acetilfenil)triazeno e do complexo [1-(4-
amidofenil)-3-(4-acetilfenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l) frente a células
mononucleares da medula 0ssea, isoladas de pacientes ndo tratados, com
diagnostico de leucemia e de paciente ndo acometido por neoplasias
(controle), atendidos no Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM).

Verificar, por meio de ensaio colorimétrico, os efeitos antiproliferativos in vitro
do pré-ligante 1,2,3-benzotriazina-4(3H)-ona e trés complexos triazenidos
relacionados contendo Cu(ll) frente a células mononucleares da medula
Ossea provenientes de pacientes ndo tratados, com diagnostico de leucemia e

de paciente ndo acometido por neoplasias (controle), atendidos no HUSM.

Determinar a atividade antibacteriana dos compostos em estudo frente a
diferentes cepas bacterianas padrdo de referéncia American Type Culture
Collection (ATCC), bem como, frente a bactérias resistentes a multiplos

antimicrobianos, isoladas de pacientes atendidos no HUSM.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1.Céancer: consideracgdes gerais e estimativas

Cancer, cuja definicdo cientifica se refere aos termos neoplasia ou tumor
maligno, corresponde a um conjunto distinto de doengas extremamente temidas pela
sociedade, uma vez que se tornaram um estigma de sofrimento e mortalidade
(ALMEIDA et al., 2005). Estas doencas surgem devido a uma série de alteracbes
genéticas, incluindo mutacbes no DNA e/ou mudancas epigenéticas, que se
acumulam de forma gradual dentro da célula. Tais alteracBes levam a proliferacdo
descontrolada (maligna) e selecéo natural de clones mais agressivos, que possuem
vantagem de crescimento sobre as células adjacentes, contribuindo para a
expansao tumoral (CASSIDY et al., 2010; BOWER; WAXMAN, 2010).

A proliferagdo excessiva, ndo compensada por uma perda celular adequada,
conduz ao acumulo progressivo de células neoplasicas capazes de invadir e causar
danos a tecidos e 6rgdos (metastases). Este desequilibrio entre a taxa de morte
celular e a formacdo de novas células estd relacionado tanto as anormalidades
genéticas das células cancerosas quanto a incapacidade do hospedeiro em detectar
e destruir tais células. Assim, falhas no processo de apoptose (morte celular
programada), estimulacdo inapropriada da proliferacdo celular devido a defeitos
genéticos, bem como, anormalidades em genes supressores de tumor constituem as
principais causas do crescimento descontrolado no cancer (CASCIATO; LOWITZ,
2009).

Na maioria das doencas neoplasicas, as alteracdes genéticas sdo adquiridas
como eventos somaticos, porém, em um menor numero de neoplasias, séo
encontradas alteracdes genéticas hereditarias. Uma vez que 0S mesmos genes
podem estar envolvidos tanto em mutacdes adquiridas quanto hereditarias, a
compreensao dos processos moleculares e celulares envolvidos pode ser aplicada a
totalidade dos canceres (CASSIDY et al., 2010).

Embora as causas que conduzem ao aparecimento do cancer ainda nao

estejam totalmente definidas, evidéncias cientificas tém demonstrado que tanto
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fatores intrinsecos (mutag¢Bes hereditarias, horménios, condigcbes imunoldgicas,
entre outros) quanto fatores externos/adquiridos (tabagismo, dieta, microrganismos
infecciosos, alcoolismo, obesidade, exposicdo a produtos quimicos, radiacao,
poluentes ambientais, entre outros) estdo associados a ocorréncia de tumores
(ANAND et al., 2008; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

A contribuicdo de fatores genéticos hereditérios e fatores ambientais para o
risco de cancer é de 5-10% e 90-95%, respectivamente. Dessa forma, um percentual
significativo de neoplasias ndo possui origem hereditaria, sendo que elementos
vinculados ao estilo de vida, tais como, habitos alimentares, tabagismo, o consumo
de élcool e infecgcbes exercem papel consideravel no processo de carcinogénese.
Apesar de preocupante, este fato tem sido considerado uma oportunidade para a
prevencdo, visto que, mudancas significativas no estilo de vida dos individuos
poderiam diminuir a incidéncia de tumores (ANAND et al., 2008).

De acordo com as estimativas da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), dos
57 milhdes de 6bitos ocorridos no mundo em 2008, 36 milhdes (63%) resultaram de
doencas nao transmissiveis, especialmente, doencas cardiovasculares (17 milhdes),
neoplasias (7,6 milhdes), doencas respiratorias crbénicas (4,2 milhdes) e diabetes
(1,3 milhdes) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2010).

E importante enfatizar que a despeito do vasto nimero de pesquisas e dos
importantes avancos no tratamento antitumoral, observados na ultima década, o
cancer continua sendo a principal causa de morte em muitos paises, especialmente
naqueles com alto indice de Desenvolvimento Humano (IDH). Além disso, nos
proximos vinte anos, estas doencas estdo destinadas a se tornarem uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em todas as regides do mundo.
Atualmente, a maior parte do 6nus global do cancer pode ser observada em paises
em desenvolvimento (BRAY et al., 2012).

No Brasil, acompanhando a tendéncia mundial, as doencas infecciosas e
parasitarias deixaram de ser a principal causa de morte, sendo substituidas pelas
enfermidades do aparelho circulatério e pelas doencas neoplasicas. Acredita-se, que
esta transicao epidemioldgica esteja relacionada, principalmente, ao envelhecimento
da populacdo, ao intenso processo de urbanizacdo e acdes de promocao e
recuperacdo da saude (BRASIL, 2011).

Estimativas recentes do Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da

Silva (INCA) para o ano de 2012 e validas também para o ano de 2013 indicam a
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ocorréncia de 518,5 mil novos casos de cancer no Brasil (BRASIL, 2011). Nos
Estados Unidos da América (EUA), sdo esperados 1,6 milhdes de novos casos de
cancer para 2012 e aproximadamente 577 mil mortes em decorréncia da doenca
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

Em 2010, a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre Cancer, da OMS,
divulgou um levantamento contendo estimativas completas de incidéncia e
mortalidade para 27 tipos de neoplasias, em 184 paises. Este levantamento
demonstrou que no ano de 2008 ocorreram 12,7 milhdes de novos casos de cancer
e 7,6 milhdes de mortes pela doenca em todo o mundo. Os tumores mais
comumente diagnosticados foram o cancer de pulmé&o, de mama e colorretal, sendo
o0 primeiro responsavel pelo maior percentual de O&bitos, seguido do céancer de
estbmago e de figado. Considerando as mudancas no crescimento demografico e no
envelhecimento da populacdo, previu-se para o ano de 2030, um aumento
significativo na incidéncia de cancer (20,3 milh6es de casos novos) e também no
indice de mortalidade (13,2 milhdes de 6bitos) (FERLAY et al., 2010).

Neste contexto, nota-se a necessidade de intervenc¢des direcionadas capazes
de amenizar estas previsfes, entre elas, acbes de promocao da saude, estratégias
eficientes de prevencdo primaria, detec¢cdo precoce, vigilancia epidemiolégica,
assisténcia aos pacientes, formacdo de recursos humanos, bem como,
desenvolvimento de protocolos de tratamento mais eficazes (BRAY et al., 2012;
BRASIL, 2011). Acredita-se que mesmo canceres de dificil tratamento possam ser
controlados por meio de uma nova geracdo de diagnosticos e esquemas
terapéuticos baseados no entendimento detalhado do mecanismo interno das
células cancerosas (MICKLOS; FREYER; CROTTY, 2005).

De modo geral, as modalidades terapéuticas empregadas na terapia contra o
cancer incluem métodos locais (extirpacdo cirurgica e radioterapia) e abordagens
sistémicas (agentes antineoplasicos), as quais sdo empregadas em um percentual
consideravel de tumores malignos. Esquemas terapéuticos que combinam cirurgia,
radioterapia e quimioterapia na proporgao ideal tém sido utilizados com o proposito
de erradicar as células neoplasicas e elevar os indices de cura em alguns tipos de
cancer (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2009).

Apesar de bem estabelecida, a terapia antineoplasica continua sendo objeto
de constantes pesquisas que visam aperfeicoar os seus resultados e descobrir

agentes capazes de inibir com maior especificidade o crescimento das células
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malignas. A maioria dos medicamentos antineoplasicos possui um indice terapéutico
bastante estreito, especialmente os agentes citotdxicos, o que eleva o seu potencial
para ocasionar efeitos adversos, geralmente graves (BRUTON; LAZO; PARKER,
2007).

Nas ultimas décadas, importantes progressos alcangados na compreensao
acerca dos mecanismos moleculares envolvidos no cancer, bem como, informacdes
obtidas por meio do sequenciamento do genoma humano tém servido de base para
a descoberta de novos alvos moleculares e terapias direcionadas. Estes novos
conhecimentos possuem potencial aplicacdo para o monitoramento das doencas e
aumentam as oportunidades para novas terapias, incluindo abordagens
personalizadas (GINSBURG; WILLARD, 2012).

2.2.Leucemias

2.2.1. Considerag0bes gerais

A hematopoese representa um processo continuo, complexo e dinamico de
producdo das células sanguineas, o qual envolve renovacdo, proliferacao,
diferenciacdo e maturacdo (RODAK; FRITSMA; DOING, 2007; NAEIM; RAO;
GRODY, 2008).

Durante a vida intrauterina este processo é observado em diferentes sitios,
abrangendo as fases mesoblastica, hepatica e medular. A fase mesoblastica inicia-se
aproximadamente no décimo nono dia do desenvolvimento embrionario, nas ilhotas
sanguineas do saco vitelino, sendo praticamente restrita a producéo de eritrécitos. Entre
a quarta e quinta semanas de gestacéo, o figado do feto passa a ser responséavel pela
producéo das células hematopoéticas, iniciando-se a fase hepatica. Somente a partir do
quinto més de gestacdo, a medula Ossea se estabelece como principal sitio
hematopoético, correspondendo ao uUnico local ativo apés o nascimento (RODAK;
FRITSMA; DOING, 2007).

De modo geral, a hematopoese € caracterizada pela proliferagdo de um grupo

limitado de células-tronco hematopoéticas (CTHs) pluripotentes, as quais podem
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permanecer indiferenciadas (capacidade de autorregeneragéo) ou produzir, por meio
de divisdo assimétrica, um numero consideravel de células progenitoras, tanto da
linhagem mieloide quanto linfoide. Por sua vez, as células progenitoras se
diferenciam em precursores direcionados a linhagens hematopoéticas individuais, os
quais déo origem a todas as células sanguineas maduras e funcionais: linfocitos,
eritrécitos, granuldcitos, macrofagos e plaquetas (NAEIM; RAO; GRODY, 2008).

A medula 6ssea € constituida por microambientes especificos denominados
nichos. As CTHs residem em nichos compostos por células do estroma medular,
células acessoérias (linfécitos T e macréfagos), componentes da matriz extracelular e
diversas citocinas regulatérias. A manutencdo das CTHs mais primitivas em estado
guiescente ocorre no nicho osteoblastico, jA o nicho vascular € responsavel por
manter as CTHs e células progenitoras proliferando e preparadas para 0 processo
de diferenciagédo. As interagbes que ocorrem nestes microambientes possuem um
papel fundamental no controle da proliferacdo e diferenciacdo hematopoéticas
(NAEIM; RAO; GRODY, 2008).

Perturbacdes nas vias de sinalizacdo regulatorias podem levar a expansao
descontrolada de uma ou mais populagdes celulares e, consequentemente, conduzir
ao desenvolvimento de uma variedade de neoplasias hematologicas, especialmente
leucemias e desordens mieloproliferativas (BENEKLI, 2003; NOOR; BELL; WARD,
2011).

O termo leucemia foi primeiramente utilizado em meados do século XIX, pelo
patologista Rudolf Virchow, refletindo os altos niveis de leucécitos (glébulos brancos)
observados no sangue dos pacientes leucémicos (PILLER, 2001). Atualmente, este
termo € empregado para designar um conjunto bastante heterogénio de neoplasias
hematoldgicas, nas quais o elevado numero de leucécitos, geralmente imaturos ou
disfuncionais, interfere na funcdo normal da medula Ossea. Isto resulta na
diminuicdo da producéo de leucdcitos funcionais e outras linhagens celulares, como
eritrocitos e plaquetas, conduzindo a anemia, coagulacdo sanguinea defeituosa,
supressao do sistema imunologico e infecgdes (NOOR; BELL; WARD, 2011).

Assim, 0s principais sinais e sintomas clinicos apresentados por pacientes
leucémicos incluem astenia, palidez, perda ponderal, infec¢des de repeticéo, febre e
hemorragias. Nas leucemias agudas os sinais clinicos podem surgir subitamente e a

maioria dos casos requer tratamento imediato. Ja as leucemias crbnicas progridem
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lentamente, sendo muitas vezes diagnosticadas a partir de exames de rotina
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

De modo geral, a leucemia é definida como proliferacdo descontrolada de
uma ou mais células da linhagem hematopoética, resultante do acumulo de
mutacbes em genes, como oncogenes e/ou genes supressores de tumores, e da
perda do controle sobre a proliferacdo e diferenciacdo no conjunto de células
progenitoras hematopoéticas. TranslocacBes cromossémicas, resultando em genes
quiméricos que codificam proteinas com propriedades alteradas também contribuem
para a transformacéo leucémica (CRANS; SAKAMOTO, 2001).

Embora as causas para o desenvolvimento de leucemias ainda néo estejam
bem estabelecidas, existem evidéncias para alguns fatores de risco, tais como:
exposicdo a radiacdo ionizante, uso prévio de alguns antineoplasicos, certas
anormalidades genéticas intrinsecas, tabagismo, exposicdo ocupacional ao
benzeno, entre outros (BRASIL, 2011; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

O processo neoplasico que da origem ao clone leucémico pode surgir em
diversas fases do desenvolvimento celular e diferentes critérios tém sido utilizados
como base para a classificacdo das leucemias. Tradicionalmente, considerando
aspectos clinicos e morfolégicos/citoquimicos, como o grau de maturidade e a taxa
de proliferacdo das células malignas, estas entidades clinico-patologicas foram
divididas em quatro categorias principais: leucemia linfocitica aguda (LLA), subtipos
(L1-3); leucemia mieloide aguda (LMA), subtipos (M0-7); leucemia linfocitica cronica
(LLC) e leucemia mieloide cronica (LMC) (BENNETT et al., 1976; JAFFE et al.,
2001).

Tendo em vista a necessidade de uma estratificacdo mais abrangente das
leucemias, que relacionasse 0 comportamento clinico com caracteristicas
morfologicas, imunoldgicas, citogenéticas e moleculares, a OMS elaborou uma nova
classificagdo. Avancos nas técnicas de diagnodstico e uma maior compreensao
acerca das anormalidades genéticas envolvidas na fisiopatologia das neoplasias
hematologicas contribuiram muito para o desenvolvimento desta classificacéo
(JAFFE et al., 2001; PAES et al., 2002).

Publicada em 2001 (JAFFE et al., 2001), revisada e atualizada em 2008
(SWERDLOW et al.,, 2008), a classificagcdo da OMS para os tumores do tecido
hematopoético e linfoide foi a primeira baseada em um consenso mundial. Em

decorréncia de sua relevancia clinica, praticidade e reprodutibilidade em diversos
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cenarios internacionais, esta classificacdo se consolidou entre os especialistas da
area, sendo adotada por patologistas, médicos e pesquisadores no mundo todo
(CAMPO et al., 2011).

O principio fundamental da classificacdo consiste no reconhecimento das
doencas por meio de um conjunto de parametros clinicos, morfologicos,
imunofenotipicos, genéticos e moleculares, variando a importancia de acordo com
cada entidade (CAMPO et al., 2011). A caracterizacao fisiopatoldgica das leucemias
e a identificacdo dos defeitos moleculares envolvidos possuem um impacto direto
sobre o diagnostico, progndstico e estratégias de tratamento. Como o tratamento
inicial oferece a melhor oportunidade para a cura, o diagndstico deve ser feito com
precisao e rapidez (CRANS; SAKAMOTO, 2001).

Salienta-se que a descoberta de novas tecnologias, que permitam analisar no
genoma, alteracdes gendmicas, transcriptdmicas e epigendmicas, apresenta papel
fundamental para novas percepcdes moleculares (GINSBURG; WILLARD, 2012).

2.2.2. Epidemiologia

De acordo a OMS, no ano de 2008 foram estimados aproximadamente 351
mil casos novos de leucemia no mundo e 257 mil 6bitos em decorréncia da doenca.
Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, este grupo de neoplasias
hematoldgicas representou 2,8% dos canceres. Na faixa etaria de 0-14 anos de
idade as leucemias corresponderam as doencas neoplasicas mais incidentes e com
maior indice de mortalidade (FERLAY et al., 2010). Apesar das leucemias
representarem a principal forma de cancer em pacientes pediatricos,
aproximadamente 90% dos casos sdo diagnosticados em adultos com mais de 20
anos de idade e em idosos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

Segundo Curado et al. (2011), a leucemia constitui a principal causa de morte
por cancer entre criancas, adolescentes e adultos jovens na América Latina. Apesar
do indice de mortalidade ter diminuido para a faixa etaria de 15 a 24 anos de idade,
o declinio mostrou-se menos significativo do que o observado para pacientes
pediatricos. Os autores enfatizam a necessidade de novos avancgos no tratamento

de pacientes leucémicos, especialmente adolescentes e adultos jovens,
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semelhantes aos obtidos por protocolos terapéuticos para a leucemia infantil
(CURADO et al., 2011).

No Brasil, as estimativas para o biénio 2012-2013 indicam a ocorréncia de
aproximadamente 8510 casos novos de leucemia, acometendo cinco a cada cem mil
homens e quatro a cada cem mil mulheres. Na regido Sul, sem considerar os
tumores da pele ndo melanoma, a leucemia representa a décima primeira neoplasia
mais incidente entre os homens e a décima terceira entre as mulheres. As maiores
taxas brutas de incidéncia de leucemia, para ambos os sexos, foram estimadas nos
estados localizados no sul, sudeste e nordeste do pais (Figura 1). Somente no
estado do Rio Grande do Sul foram estimados 670 novos casos da doenga para o
biénio 2012-2013 (BRASIL, 2011).

Mulheres

. 422-520
% 3,67-4,21

% ' . 2,85-3,66
4
0,00-353 0,00-2,84

Figura 1 — Taxas brutas de incidéncia de leucemia por 100 mil homens e 100 mil
mulheres, estimadas para 0 ano de 2012, de acordo com a Unidade da Federacao.

Homens

Fonte: Adaptado de Brasil (2011).

2.2.3. Abordagens terapéuticas tradicionais

No decorrer das ultimas trés décadas, avancos no tratamento antileucémico e
nas técnicas diagnosticas resultaram em uma melhora significativa na sobrevida dos
pacientes acometidos por leucemias (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).
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As abordagens terapéuticas tradicionais incluem principalmente regimes de
quimioterapia, os quais podem ser complementados por radioterapia ou transplante
de CTHs. Como o método mais eficaz para tratar leucemias € a quimioterapia, varios
agentes antineoplasicos tém sido utilizados isoladamente ou em diferentes
combinacgdes (poliquimioterapia). O objetivo primario deste tratamento é a maxima
eliminacdo das células neoplasicas, ou seja, uma remissdo completa, de modo que
se possa reestabelecer as fungdes normais da medula 6ssea (NOOR; BELL; WARD,
2011; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2012).

Cada tipo de leucemia requer protocolos de tratamento especificos.
Geralmente, a combinacdo de diferentes agentes antitumorais é empregada no
inicio do tratamento (etapa de inducdo da remissao), oferecendo os beneficios de
remissdo precoce e um menor risco de resisténcia tumoral. As etapas de
consolidagdo e manutencao séo destinadas a prevenir a recorréncia da doenca. Na
maioria das vezes, a consolidacdo consiste em uma repeticdo da quimioterapia de
inducdo ou na sua intensificacdo por meio de farmacos adicionais. Em contraste, o
tratamento de manutencdo envolve a utilizacdo de doses menores do que aquelas
administradas durante a fase de inducao. Apesar de a quimioterapia tradicional ser
dirigida para certas macromoléculas ou enzimas, ela nao discrimina de forma eficaz
as células malignas das células normais com alta taxa de proliferacdo, resultando
em inameros efeitos adversos (NOOR; BELL; WARD, 2011).

Em casos de leucemia refrataria ou reincidente, quimioterapia em doses
elevadas pode ser utilizada, seguida de resgate medular por meio de transplante de
CTHs do proprio paciente (autélogo) ou de um doador compativel (alogénico). O
transplante alogénico possui limitagcdes em decorréncia da falta de disponibilidade
de doadores adequados e por estar associado a uma maior mortalidade e
morbidade (NOOR; BELL; WARD, 2011)

2.2.4. Leucemias agudas

As leucemias agudas (LAs) sao reconhecidas por apresentarem um inicio
abrupto e tempestuoso, seguido de uma evolucao rapidamente fatal em pacientes

nao tratados. Constituem um grupo heterogénio de neoplasias hematologicas
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caracterizadas pela proliferacdo maligna de células precursoras hematopoéticas,
cuja diferenciacdo foi interrompida, levando ao acumulo de blastos leucémicos
imaturos na medula 0ssea e consequentemente a faléncia deste 6rgao (JAFFE et
al., 200; SWERDLOW et al., 2008).

A fisiopatologia das LAs esti geralmente associada a alteracbes em genes
envolvidos no controle da diferenciagcdo celular, proliferacdo e/ou apoptose. A
caracterizacdo dessas alteracOes possibilitou a identificacdo de marcadores de
prognéstico, que além de direcionarem a escolha de abordagens terapéuticas, se
tornaram alvos para o desenvolvimento de novos medicamentos. Com base em
aspectos morfologicos, citoquimicos e imunofenotipicos, estas leucemias séao
subdivididas em dois grupos principais: leucemias linfociticas agudas (LLAS) e
leucemias mieloides agudas (LMASs) (JAFFE et al., 2001; SWERDLOW et al., 2008).

Entre as criangas e adolescentes as LLAs sdo mais comuns, sendo
responsaveis por trés quartos dos casos de leucemia nesta faixa etaria (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2012). A LLA de células precursoras B (LLA-B) compreende
aproximadamente 80% dos casos de LLA infantil, enquanto a LLA de células
precursoras T (LLA-T) representa cerca de 20%. Embora os protocolos pediatricos
para LLA apresentem resultados excelentes, criangas que tiveram recidiva da
doenca e pacientes adultos diagnosticados com LLA ainda possuem baixas taxas de
sobrevida livre da doenca. A quantidade expressiva de fatores progndsticos
desfavoraveis, encontrada em adultos portadores de LLA, contribui de maneira
significativa para este cenario (AKERS et al., 2011).

Ao contrario das LLAs, as LMAs sdo mais frequentes em pacientes adultos e
apesar dos protocolos de tratamento intensivos, as taxas de sobrevida para estas
doencas sdo menores que 50%, tanto para pacientes adultos quanto pediatricos
(AKERS et al., 2011; CHEN et al, 2011). Entretanto, avangos significativos foram
alcancados no tratamento da leucemia promielocitica aguda (LPA), um subtipo
distinto de LMA associada a translocacao t(15;17)(g22;q12): PML-RARA, a partir da
introducéio de terapias direcionadas ao alvo molecular (JACOMO; FIGUEIREDO-
PONTES; REGO, 2008).

Na maioria dos pacientes portadores de LMA que conseguem uma remissao
completa, a leucemia reincide no prazo de trés anos ap6s o diagnostico. Em geral, o
prognostico destes pacientes em recidiva € ruim e as opc¢des de tratamento
insatisfatorias (DOHNER et al., 2010).
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Dessa forma, as LAs representam um grande desafio. As terapias intensas
como altas doses de quimioterapia e transplantes de CTHs geralmente culminam em
desfechos inadequados, levando a significativa morbidade e mortalidade (AKERS et
al., 2011).

Geralmente, os agentes antineoplasicos empregados na fase de inducdo da
remisdo incluem citarabina, seguida de idarrubicina ou daunorrubicina. O tratamento
pos-remissdo depende da idade do paciente, das condicBes clinicas e,

especialmente, das analises citogenéticas e moleculares (HAMERSCHLAK, 2012).

2.2.5. Leucemia mieloide crbnica

A leucemia mieloide crbénica (LMC) representa, provavelmente, uma das
neoplasias malignas humanas mais amplamente estudadas e se destaca por ter sido
a primeira a ser associada a uma anormalidade citogenética caracteristica, o
cromossomo Philadelphia (Ph). O cromossomo Ph ndo é restrito a LMC, sendo
também encontrado em 5% das LLAs pediatricas e 25% dos adultos com LLA,
estando relacionando a fatores prognésticos desfavoraveis (NOWELL;
HUNGERFORD, 1960; MELO; BARNES, 2007; HAMERSCHLAK, 2012).

A alteracdo decorre de uma translocacdo reciproca e balanceada entre os
bracos longos dos cromossomos 9 e 22, t(9;22)(g34;q11). Esta translocacéo leva a
justaposicdo da sequéncia 3’ do protooncogene ABL1 presente no cromossomo 9 e
a sequéncia 5’ do gene BCR presente no cromossomo 22, resultando em um gene
hibrido BCR-ABL. O gene BCR-ABL codifica uma proteina com atividade tirosina
quinase autbnoma, que tem papel central no desenvolvimento da LMC. A proteina
tirosina quinase com atividade elevada induz a medula Ossea a proliferar
constantemente um clone de células mieloides malignas, resultando em um nuamero
excessivo destas células (MELO; BARNES, 2007).

A LMC atipica (cromossomo Ph negativo) tem sido diagnosticada raramente e
na maioria dos casos apresenta caracteristicas iniciais e cursos clinicos similares a
LMC tipica (cromossomo Ph positivo). Entretanto, esta entidade clinico-patologica

independente inclui um grupo heterogéneo de pacientes, possuindo um mau
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prognostico e em alguns casos, evoluindo de forma agressiva (KOLDEHOFF et al.,
2004).

A patogénese molecular da LMC é bem compreendida, porém o mecanismo
que conduz a translocacédo de genes € desconhecido. A exposicdo a radiacdo tem
sido sugerida como uma causa provavel, no entanto, seu efeito seria minimo. A
incidéncia da LMC €& considerada relativamente baixa, representando
aproximadamente 15% das leucemias em adultos. Esta neoplasia é mais comum em
idosos, sendo aos 65 anos a idade média de diagnostico. Os homens sdo mais
afetados do que as mulheres e o sexo feminino parece ter uma vantagem de
sobrevida sobre o masculino (HEHLMANN et al., 2007; ALMEIDA et al., 2009).

Até o inicio da ultima década, a principal forma de tratamento para pacientes
com LMC era o transplante de medula 6ssea, com taxas de sobrevida muitos baixas.
O advento do mensilato de imatinibe (Glivec®), um agente inibidor da proteina
tirosina quinase, fez com que houvesse uma revolugdo no tratamento da LMC,
sendo na grande maioria dos casos, a terapia preferencial para esta patologia. O
mensilato de imatinibe atua no alvo molecular e permite controlar a progressédo da
doenca para a fase acelerada ou blastica, estando associado a um aumento
consideravel da sobrevida global e a uma melhoria na qualidade de vida. Entretanto,
apesar do sucesso deste agente antineoplasico, alguns pacientes ndo respondem
de forma satisfatéria ao tratamento, por intolerdncia ou desenvolvimento de
resisténcia, e novos inibidores da tirosina quinase (dasatinibe, nilotinibe, entre
outros) tém sido utilizados como alternativas terapéuticas nestas situagoes
(ALMEIDA et al., 2009; HAMERSCHLAK, 2012).

2.3.Infecgdes bacterianas: multirresisténcia aos antimicrobianos

Durante a primeira metade do século XX, o desenvolvimento das
sulfonamidas e penicilinas revolucionou o tratamento de infec¢des bacterianas,
levando a uma dréastica reducédo na morbidade e mortalidade. O advento de novas
classes de agentes antimicrobianos, tais como, aminoglicosideos (1944),
tetraciclinas (1945), cefalosporinas (1948), macrolideos (1949), glicopeptideos
(1956), quinolonas (1961) e carbapenémicos (1976) durante a chamada “era de
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ouro” da descoberta de farmacos antibacterianos, resultou em um uso terapéutico
generalizado destes medicamentos (VON NUSSBAUM et al., 2006; SILVER, 2011).

Consequentemente, a quimioterapia antibacteriana tornou-se essencial na
pratica médica e tem contribuido significativamente para a salude da sociedade
moderna e uma maior expectativa de vida (WHITE, 2011; PIDDOCK, 2012). Apesar
disso, as doencas infecciosas, tais como infec¢des respiratérias, doencas diarreicas,
infeccdo pelo virus HIV, tuberculose e malaria, continuam entre as principais causas
de morte segundo a OMS (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2008). Somente
as infec¢Bes bacterianas sdo responsaveis por 17 milhdes de 6Obitos no mundo,
especialmente em criangas e idosos (BUTLER; BUSS, 2006).

No inicio do século XXI, intensificaram-se as preocupacfes com a ampla
emergéncia da resisténcia bacteriana aos medicamentos desenvolvidos no século
XX e com o fracasso em descobrir novas classes para substitui-los. Na verdade,
esta situacdo levou a previsfes de uma catastrofe médica e um retorno a era pré-
antibiotica. No entanto, a crise se estabeleceu antes do previsto e embora novos
farmacos estejam em desenvolvimento, ndo satisfazem adequadamente as
crescentes necessidades médicas. Além disso, na sua grande maioria, S&o
derivados de classes mais antigas ja utilizadas e, portanto, sujeitos aos mecanismos
existentes de resisténcia bacteriana (APPELBAUM, 2012; CHOPRA, 2013).

A resisténcia crescente e inexoravel de patdégenos hospitalares, como o
Staphylococcus aureus, a diversos antibiéticos de primeira escolha, bem como, a
rapida emergéncia de multirresisténcia em bactérias gram-negativas tém afligido a
comunidade médica (BUTLER; BUSS, 2006).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), séo
considerados microrganismos multirresistentes, aqueles resistentes a diferentes
classes de antimicrobianos testados em exames microbiolégicos de rotina. Dentre os
principais patdogenos multirresistentes causadores de infec¢des/colonizacdes estao:
Enterococcus spp. resistente aos glicopeptideos, Staphylococcus spp. resistente ou
com sensibilidade intermediaria a vancomicina, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii e Enterobactérias resistentes a carbapenémicos
(ertapenem, meropenem ou imipenem) (BRASIL, 2010).

Assim, sdo urgentemente necessarias hovas classes de agentes
antimicrobianos que possuam mecanismos de acédo inovadores e que sejam

eficazes frente a microrganismos multirresistentes e patogenos emergentes. Apesar
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disso, muitas industrias farmacéuticas tém optado por reduzir ou cessar
completamente as pesquisas por novos antimicrobianos (BUTLER; BUSS, 2006). De
acordo com Chopra (2013), se o objetivo de descobrir novas classes nao for
alcancado em um curto periodo de tempo, ha a possibilidade de um retorno a era
pré-antibiética (CHOPRA, 2013).

2.4.Compostos triazenos (diazoaminas): uso clinico e perspectivas

Os compostos triazenos (TZCs) séo caracterizados por uma cadeia alifatica
composta por trés atomos de nitrogénio interligados em sequéncia (-N=N-N-). Sua
guimica data de 1859, quando Peter Griess sintetizou o primeiro TZC, 1,3-bis(fenil)-
triazeno (MOORE; ROBINSON, 1986). Tais compostos tém sido estudados a mais
de um século devido ao relativo interesse estrutural, propriedades reativas e
bioldgicas de potencial aplicacdo em diversas areas (KIMBALL; HERGES; HALEY,
2002; GADJEVA, 2002; HORNER, 2003; HANUSEK et al., 2009; DOMINGUES et
al., 2010; BACK et al., 2012).

Variagbes na estrutura quimica podem conferir diferentes propriedades aos
derivados TZCs, tais como: atividade antifingica, antibacteriana, antitricomonicida,
herbicida, inseticida, repelente e antitumoral (NIFONTOV; BERSKAYA,;
SHTOKAREVA, 1994).

Classificados no grupo dos agentes antineoplasicos alquilantes
monofuncionais, dacarbazina (DTIC) e temozolomida (TMZ) (Figura 2) representam
compostos triazenos utilizados atualmente no tratamento clinico de diversos tipos de
tumores (BRUTON; LAZO; PARKER, 2007; CAPORASO et al., 2007). A fracao ativa
destes compostos é representada pelo grupo triazenil (-N=N-N-), responsavel pelas
propriedades fisicas, quimicas e antitumorais. O mecanismo de citotoxicidade destes
TZCs envolve principalmente a metilacdo do DNA na posicdo O° da guanina
(MARCHESI et al., 2007). Durante a replicacdo do DNA, esta metilacdo desencadeia
uma cascata de sinais intracelulares que conduzem ao bloqueio do ciclo celular e
apoptose (CAPORASO et al., 2007).

A dacarbazina (5-(3,3-dimetiltriazeno)imidazol-4-carboxamida) (DTIC), um

derivado imidazol-carboxamida, foi sintetizada em 1959 e apos varios estudos in
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vivo e in vitro foi aprovada para tratamento intravenoso de melanoma metastatico,
sarcoma de tecidos moles, linfomas Hodgkin e nao Hodgkin, entre outros
(D'INCALCI; SOUTEYRAND, 2001). Dentre todos os agentes testados em ensaios
clinicos para o tratamento do melanoma metastatico, DTIC mostrou-se a mais ativa
(PERRY et al, 2009). Ela é considerada um pro-farmaco, pois é ativada por N-
desmetilacdo no sistema microssomal do figado formando 5-(3-Monometil-1-
triazeno)-imidazol-4-carboxamida (MTIC), que constitui 0 seu metabdlito ativo
(MARCHESI et al, 2007).
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Figura 2 — Representacdo da estrutura molecular dos agentes antineoplasicos
alquilantes dacarbazina (1) e temozolomida (2).

Fonte: Adaptado de Capucha et al. (2012).

Ao contrario da DTIC, o triazeno ciclico TMZ possui a vantagem de ser
administrado por via oral, uma vez que € soluvel e estavel em condi¢cdes acidas
(APPEL et al., 2012). Em razdo de sua facilidade em permear a barreira
hematoencefalica, TMZ mostra-se potencialmente ativo contra tumores primarios e
metastaticos do cérebro, sendo utilizado como farmaco de primeira escolha no
tratamento do glioblastoma multiforme (GBM - astrocitoma de grau IV pela OMS),
melhorando relativamente as taxas de sobrevida (STUPP et al., 2005; CAPORASO
et al., 2007). Os astrocitomas sdo as neoplasias malignas intracranianas mais
frequentes, sendo responsaveis por 60% dos casos de tumores cerebrais primarios

(ZHU et al., 2002). Dentre os astrocitomas, o GBM é o mais agressivo e com pior
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prognostico, ocasionando indices elevados de morbidade e mortalidade (COLMAN;
ALDAPE, 2008).

De acordo com a literatura, TMZ sofre conversdo espontanea no organismo
para 0 metabdlito ativo MTIC. Em condicGes fisioldgicas, ao penetrar nas células
neoplasicas, TMZ sofre hidrolise para MTIC, o qual metila as nucleobases do DNA
ocasionando danos citotoxicos e, consequentemente, apoptose (Figura 3)
(WESOLOWSKI; RAJDEV; MUKHERJI, 2010; APPEL et al., 2012).

Nos ultimos anos, TMZ encontra-se em fase de ensaios clinicos para o
tratamento de melanoma e outras neoplasias, incluindo metastases cerebrais,
leucemias refratarias, cancer de pulmao, linfomas e tumores neuroenddcrinos
(CAPORASO et al., 2007; RIZZIERI et al., 2010; VON MOSS et al., 2012; TATAR et
al., 2013).
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Figura 3 — llustracdo esquematica do mecanismo de acdo proposto para o agente
antineoplasico alquilante temozolomida.

Fonte: Adaptado de Wesolowski, Rajdev e Mukherji (2010).

Apesar da necessidade de uma maior experiéncia clinica quanto a utilizacdo
de TZCs no tratamento da leucemia aguda e mielodisplasia, alguns estudos tém
mostrado que tanto a DTIC quanto TMZ possuem atividade antineoplasica em
pacientes leucémicos. Embora apresentem uma citotoxicidade notavel na maioria
das células tumorais, estes medicamentos ocasionam danos no material genético
gue sao muitas vezes corrigidos por mecanismos de reparo do DNA. Dessa forma,

farmacos capazes de inativar as diferentes vias de reparo tém sido amplamente
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pesquisados como terapia de combinacdo (SEITER et al., 2002; SEITER et al.,
2004; SEITER et al., 2009; TURRIZIANI et al., 2006; CAPORASO et al., 2007).
Tendo em vista a possivel aplicabilidade dos TZCs, especialmente em
leucemias agudas, Domingues et al. (2010) estudaram a atividade de alguns
compostos TZCs inéditos frente a células mononucleares da medula 6ssea de
pacientes diagnosticados com LMA. Os autores demonstraram que tanto o
medicamento DTIC quanto trés compostos TZCs inéditos estudados (Figura 4)
apresentaram pronunciada atividade citotoxica em todas as amostras testadas.
Neste mesmo estudo, foi avaliada a atividade antibacteriana dos compostos TZCs
inéditos e os resultados revelaram valores promissores de concentracao inibitoria
minima (CIM), especialmente dos compostos 1 e 2, quando estes foram incubados

com microrganismos gram-positivos.
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Figura 4 — Representacdo da estrutura molecular de trés compostos triazenos com
potencial atividade biologica.
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Fonte: Adaptado de Domingues et al. (2010).

Recentemente, Cimbora-Zovko et al. (2011), ao investigarem a atividade
biolégica de 1,3-diariltriazenos, evidenciaram o potencial antitumoral de alguns
derivados 4-nitro-substituidos, 0s quais apresentaram citotoxicidade expressiva

frente a linhagens de células tumorais, sendo menos citotoxicos em células normais.
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Entre os anos de 2005 e 2007, uma série de derivados potentes de 1,3,5-
triazeno-2,4-diamino foram sintetizados, com uma estrutura semelhante aos
antibioticos aminoglicosideos (ZHOU et al., 2005; ZHOU et al., 2006; ZHOU et al.,
2007). Estes novos compostos foram capazes de inibir a traducdo bacteriana,
possivelmente por interferir no sitio de codificagdo ribossomal. Horner e
colaboradores (2008), ao realizarem um estudo envolvendo 15 TZCs inéditos quanto
a atividade antibacteriana in vitro, evidenciaram a efetividade de alguns compostos
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. Segundo os autores, 0 composto
1-metil-3-(p-carboxifenil)triazeno 1-6xido apresentou atividade consideravel contra o
patdgeno Streptococcus agalactiae.

Além das propriedades antitumorais e antimicrobianas ja descritas dos TZCs,
tem sido investigada a atividade de nuclease quimica destes compostos, ou seja,
moléculas quimicas aptas a clivar o DNA superenovelado (HORNER, 2003;
PARAGINSKI, 2007; REETZ, 2009; DOMINGUES et al., 2010; CIMBORA-ZOVKO et
al., 2011). H4 um grande interesse da comunidade cientifica por moléculas que
interajam com o DNA, especialmente, aquelas capazes de cliva-lo, devido as suas

promissoras aplicagdes clinicas e tecnologicas (COWAN, 2001; SILVA et al., 2011).

2.5.A Quimica Inorganica Medicinal

A quimica inorganica medicinal, apesar de relativamente jovem, corresponde
a uma area de pesquisa em rapida expansdo e com um enorme potencial.
Numerosos ions metalicos desempenham um papel vital em sistemas biolégicos e
atualmente muitos sais metalicos, bem como, compostos contendo metais tém sido
empregados na pratica clinica para fins terapéuticos e de diagndstico (GAYNOR,;
GRIFFITH, 2012).

A partir de 1978, a introdugdo do complexo cis-diaminodicloroplatina(ll),
conhecido comercialmente como cisplatina, na quimioterapia do cancer, representou
um marco na historia da quimica inorganica medicinal e constituiu um importante
avanco no tratamento de diversos tipos de neoplasias (GIELEN; TIEKINK, 2005). A
cisplatina e seus principais analogos, carboplatina e oxaliplatina, (Figura 5)

tornaram-se a base para o tratamento de tumores testiculares, ovarianos, de bexiga,
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cabeca, pescoco, colon, es6fago e pulmdo (BRUTON; LAZO; PARKER, 2007,
WHEATE et al., 2010).

Estes antineoplasicos sdo também conhecidos como agentes alquilantes
bifuncionais, pois sdo capazes de interagir com o DNA formando ligacdes cruzadas
intrafilamentares e interfilamentares, apresentando elevada citotoxicidade
(BRUTON; LAZO; PARKER, 2007).
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Figura 5 — Representacdo da estrutura molecular da cisplatina e de dois analogos
importantes utilizados na pratica clinica.

Fonte: Adaptado de Wheate et al. (2010).

No entanto, o uso clinico destes agentes possui alguns inconvenientes como
fendmenos de resisténcia inerentes ou adquiridos e efeitos adversos sistémicos
graves, incluindo, nefrotoxicidade, neurotoxicidade e ototoxicidade. Assim, 0s
pesquisadores tém continuamente buscado alternativas terapéuticas aos complexos
de platina a fim de superar estas limitagcdes. Algumas estratégias inovadoras tém
sido aplicadas para a concepc¢ao de novos agentes potencialmente ativos e menos
toxicos, tais como o uso de outros metais de transicdo e a incorporacdo de
diferentes ligantes organicos em complexos metalicos (VAN ZUTPHEN; REEDIJK,
2005; GIELEN; TIEKINK, 2005; JUNG; LIPPARD, 2007; SCHEFFLER; YOU; OTT,
2010).
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Dessa forma, complexos de coordenagao inorganicos representam uma
classe de compostos que tém sido amplamente visados como potenciais agentes
terapéuticos (antitumorais, antimicrobianos, anti-inflamatorios, entre outros) e
também de diagnostico (GUO; SADLER, 1999; GAYNOR; GRIFFITH, 2012). Os
complexos metalicos fornecem uma excelente oportunidade para a concepgao
racional de candidatos a farmacos. Cada metal, por exemplo, pode oferecer
geometrias caracteristicas, diferentes numeros de coordenacdo e estados de
oxidacdo. A manipulacdo de tais variaveis, pela selecdo de ligantes apropriados,
pode levar ao ajuste das propriedades quimicas, eletrbnicas e fotofisicas. Assim, a
escolha do ligante contribui muito para a diversidade estrutural e estabilidade da
molécula (GAYNOR; GRIFFITH, 2012).

Uma abordagem alternativa para obtencdo de novos metalofarmacos com
atividade antitumoral, capazes de interagir com o DNA gendmico e levar a apoptose,
sdo as chamadas "nucleases quimicas” que podem clivar o DNA por diversas vias.
As nucleases quimicas mais eficientes contém ions de metais de transicdo em seus
sitios ativos. O farmaco bleomicina representa um exemplo classico de nuclease
artificial utilizada como agente antineoplasico. Sua atividade citotOxica resulta de
lesdo oxidativa da timidilato desoxirribose e outros nucleosidios, ocasionando cisdo
do DNA (BRUTON; LAZO; PARKER, 2007; GAMA et al., 2011).

2.5.1. Complexos de ouro

Os compostos de ouro tém desempenhado um papel importante na medicina
desde a Antiguidade. No entanto, a base cientifica para a sua atividade
farmacolégica somente iniciou-se quando Robert Koch relatou os efeitos
bacteriostaticos do composto K[Au(CN);]. Tais compostos foram amplamente
utiizados ao longo dos séculos para o tratamento de diversas doencas,
principalmente como agentes anti-infecciosos. Apesar da extensiva experimentacao
clinica realizada, compostos de ouro tém tido uma aplicacdo terapéutica limitada e
sao atualmente utilizados para o tratamento da artrite reumatoide grave, visando
reduzir a inflamacéo e a progressao da doenca (SHAW, 1999; OTT, 2009; NOBILI et
al., 2010).
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Dentre os medicamentos antirreumaticos contendo ouro(l), o complexo
lipofilico conhecido como auranofina (Figura 6) € de fundamental importancia, uma
vez que pode ser administrado por via oral. Na década de 1980, evidéncias
cientificas de que a auranofina ocasionava efeitos antiproliferativos sobre células
tumorais in vitro e algumas células leucémicas in vivo conduziram a avaliacdo da
atividade biolégica de diversos complexos analogos a este farmaco (SIMON et al.,
1981; MIRABELLI et al., 1986; SHAW, 1999). Apesar do espectro de atividade
destes compostos ser limitado, os estudos foram determinantes para desencadear
um enorme interesse na comunidade cientifica por novos complexos de ouro,
visando a sua aplicacdo na terapia contra o cancer (SHAW, 1999; OTT, 2009).

Estudos cientificos mais recentes tém demonstrado que diversos complexos
contendo ouro no estado de oxidacdo +1 e +3, com caracteristicas quimicas e
biologicas inovadoras, revelaram-se altamente citotoxicos frente a diferentes
linhagens de células tumorais, incluindo linhagens resistentes a cisplatina. Dessa
forma, houve um grande interesse em definir o modo especifico de acdo destes
novos compostos citotéxicos (BINDOLI et al., 2009; CHE; SUN, 2011).
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Figura 6 — Representagéo da estrutura molecular da auranofina.

Fonte: Adaptado de Bindoli et al. (2009).

Abordagens investigativas envolvendo mecanismos de acdo evidenciaram
gue os complexos de ouro(l) e ouro(lll) possuem uma baixa afinidade pelo DNA, ao

contrario dos complexos de platina. Assim, formulou-se a hipotese de que a morte
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das células tumorais por apoptose estivesse relacionada a outros fatores, ocorrendo
provavelmente como consequéncia de uma disfungdo mitocondrial grave. Por
conseguinte, esta hipétese foi reforcada pelo fato de que os compostos de ouro
frequentemente superavam a resisténcia a cisplatina (BINDOLI et al., 2009).

Estas observacdes levaram os investigadores a inferir que o mecanismo
molecular dos complexos de ouro pode estar associado a interagdo com Vvarias
macromoléculas biolégicas, tais como, catepsinas, tirosina fosfatases,
ciclooxigenases, tioredoxina redutase, proteassomas, entre outras (RIGOBELLO et
al., 2008; BINDOLI et al., 2009; LESSA et al., 2011; CHE; SUN, 2011).

Na verdade, existem inumeros indicios cientificos de que as mitocondrias
desempenham um papel notavel na regulacdo do estado redox intracelular e do
processo de apoptose. A selenoenzima tioredoxina redutase, pertencente ao
sistema antioxidante, esta envolvida em muitos aspectos da fisiopatologia tumoral e
estudos tém evidenciado que a forte inibicdo desta enzima por complexos de fosfina
ouro(l) conduziria a disfuncdes mitocondriais e consequentemente, ao processo de
apoptose. Dessa forma, esta enzima representa um alvo atraente para a concepgao
de novos farmacos antitumorais (RIGOBELLO et al., 2008; RUBBIANI et al., 2010).

Além da atividade antitumoral, estudos tem investigado a atividade
antimicrobiana de complexos contendo ouro(l). Em 1996, Elsome e colaboradores
relataram a potencial atividade in vitro e in vivo de um complexo de ouro(l) frente a
algumas bactérias gram-positivas. Mais recentemente, outros pesquisadores tém
relatado as promissoras propriedades antibacterianas de diferentes complexos de
ouro(l), tanto em patébgenos gram-positivos quanto gram-negativos (CORBI et al.,
2010; FIORI et al., 2011).

2.5.2. Complexos de cobre

O cobre (Cu) é um elemento traco essencial encontrado em todos os
organismos vivos, tanto na forma oxidada Cu(ll) quanto reduzida Cu(l). Este
biometal atua como cofator de diversas enzimas, as quais desempenham funcgdes
biolégicas imprecindiveis para a sobrevivéncia dos seres vivos (TAPIERO;
TOWNSEND; TEW, 2003; LINDER, 2012). Devido ao seu importante papel
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biolégico, biocompatibilidade e natureza oxidativa, este metal de transicao,
considerado menos téxico do que os metais ndo essenciais, tem despertado um
grande interesse da comunidade cientifica (GAMA et al., 2011).

Nos dultimos anos, uma série de estudos tem sido desenvolvidos,
especialmente com complexos de cobre no estado de oxidagcdo +2, visando
possiveis aplicacdes médicas (GAMA et al., 2011). Tais pesquisas tém demonstrado
que os complexos de Cu(ll), sobretudo aqueles contendo ligantes diiminicos (2,2’-
biperidina; 1,10-fenantrolina; 5,6-dimetil-1,10-fenantrolina, entre outros), apresentam
promissora atividade de nuclease quimica, bem como, inUmeras propriedades
terapéuticas, incluindo propriedades antitumorais, antibacterianas e antifingicas
(RAMADAN, 1997; KATSAROU et al., 2008, FERNANDES et al, 2010;
RAMAKRISHNAN et al., 2011; SILVA et al., 2011; GAMA et al., 2011; LI et al., 2011;
QUIAO et al., 2011; DEY et al., 2012).

A maioria dos farmacos antitumorais disponiveis atualmente caracteriza-se
por interagir com o DNA ou seus precursores, inibindo a sintese de novo material
genético ou ocasionando lesdo irreparavel (BRUTON; LAZO; PARKER, 2007).
Dentre estes farmacos, alguns atuam por intercalacdo entre os pares de bases ou
ligacdo aos sulcos menores e maiores do DNA, ja outros possuem a capacidade de
clivar o DNA, sendo denominados “nucleases quimicas” (COWAN, 2001; ALMEIDA
et al., 2005; SILVA et al., 2011).

Complexos de metais de transicdo capazes de induzir a clivagem do material
genético, sob condi¢des fisiologicas, sao de particular interesse no desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas contra o cancer (SILVA et al., 2011; DEY et al.,
2012). Neste sentido, complexos de cobre(ll) sdo considerados uma alternativa
interressante aos complexos de platina, um vez que detém a capacidade de induzir
a hidrolise ou clivagem oxidativa do DNA, sendo as nucleases quimicas mais
extensivamente estudadas (GAMA et al., 2011; RAMAKRISHNAN et al., 2011).
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Highlights

Synthesis and X-ray structure analysis of a novel triazene and related Au(l) complex.
Triazene with carbonyl substituents shows antiproliferative effect toward AML cells.
Au(l)-triazenido complex shows antitumor activity against myelodysplastic syndrome.

Au(l)-triazenido derivative shows potential for the development of antitumor agents.
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ABSTRACT

1-(4-amidophenyl)-3-(4-acetylphenyl)triazene (1) was synthesized by the coupling reaction
between the diazonium salt of 4-aminobenzamide and the free 4-acetylphenylamine in acid
medium at low temperature. The related complex [1-(4-amidophenyl)-3-(4-
acetylphenyl)triazenido-xN®](triphenylfosphine-xP)gold(l) (2) was obtained at room
temperature by deprotonation of 1 in a methanol/KOH mixture in the presence of
chloro(triphenylphosphine)gold(l) precursor complex. In this work, we describe the cytotoxic
potential of compounds 1 and 2 on the bone marrow of patients with a clinical suspicion of
leukemia without previous anticancer treatment and with a bone marrow sample from a
healthy patient, for comparison. In vitro cytotoxicity was assayed incubating bone marrow
cells with different concentrations (100 — 50 — 12.5 pmol mL™) of compounds 1 and 2 during
24 h using the bioassay of the reduction of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5diphenyltetrazolium bromide - MTT). Antibacterial activities against 30 bacteria using the
minimum inhibitory concentration (MIC), by the microdilution technique in Mueller Hinton
broth were also evaluated. The compound 2 presented high level of activity against E. faecalis
ATCC 29212, E. faecalis ATCC 51288 and S. epidermidis ATCC 12228 (MIC = 8 ug mL™).
Furthermore, this compound has also displayed promising antiproliferative effects on different

leukemic cells as well as cells from the patient diagnosed with myelodysplastic syndrome.

Keywords:  Triazene; [(triphenylphosphine)gold(l)]-fragment;  antibacterial activity;

cytotoxicity; leukemia.
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1. Introduction

Despite recent advances in antineoplastic therapy, the current spectrum and efficacy
of available drugs are still limited due to their multiple side effects and the development of
cellular drug resistance [1,2]. Studies carried out in patients with acute leukemia have shown
that most of the chemotherapy regimens used do not lead to a cure [3,4]. Therefore, efforts
have focused mainly on developing novel chemotherapeutics to maximize therapeutic
responses by increasing their selectivity [5].

The synthesis of molecules able to bind or react with DNA is an outstanding goal in
the current development of new antitumor agents [6]. The alkylating agents exert their
cytotoxic effects via the transfer of their alkyl groups to several cellular constituents.
However, alkylations of the DNA represent the major alterations leading to cell death.

Alkylated triazenes belong to the class of alkylating agents and the major clinical use
of these drugs has been conducted via oral administration. The triazene derivative
Temozolomide® is one of the most commonly orally administered drugs [1]. Preclinical and
clinical studies have demonstrated that this drug is active against a broad range of tumor cell
lines, including L1210 and P388 leukemia [7-14]. On the other hand triazenes also present
antibacterial properties [15,16].

Since 1985 in occasion of the introduction of the orally bioavailable gold compound
Auranofin® (S-triethylphosphine-gold(l)-2,3,4,6-tetra-O-acethyl-1-thio-f-D-
glucopyranoside), as an alternative for the arthritis treatment, a great interest in the synthesis
of new bioactive gold complexes derivatives has been observed [17]. However, this promising
discovery is not yet materialized in an antineoplastic drug that is approved for clinical use,
despite the great efforts made toward designing new molecules with this metal [18].

Aim of the present study was the association of the triazene class of compounds with a
gold(l)-phosphine derivative in the view of an evaluation of its bioactive behavior. In this
context, we report the synthesis, the structure analysis by X-ray diffraction on single crystal,
in vitro cytotoxicity, as well as the antimicrobial activity of the triazene molecule 1 and the
related triazenide complex 2 including the [(triphenylphosphine)gold(l)]-fragment.
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2. Results and Discussion

2. 1. Chemistry: Crystal structures

Crystal data and experimental parameters for the molecule 1 (in the following also
designed as HL) and the complex 2 (in the following also designed as [(L)Au(PPhg)]) are
given in Table 1, and their selected bond distances and angles are listed in Table 2; Figures 1
and 2 show the molecular structure of the entities of C15H14N4O,, HL and [(L)Au(PPh3)] in a
thermal ellipsoid representation. Figure 3 shows the unit cell of HL toward plane (1 0 3)
including a section of the two-dimensional self-assembly via secondary N-H---O and N-H---N
interactions and Figure 4 shows the unit cell of [(L)Au(PPh3)] toward the crystallographic
direction [0 1 0] including a section of the one-dimensional arrangement via secondary N-

H-.-O and C-H---O interactions.

Insert Table 1 here
Insert Table 2 here
Insert Figure 1 here
Insert Figure 2 here
Insert Figure 3 here

Insert Figure 4 here

2.1.1. Crystal structure of (C15H14N4O2, HL)

Figure 1 shows that the molecular structure of HL presents the characteristic trans
stereochemistry about the N=N double bond of the N=N-N(H) diazoamino group of neutral
free triazenes. Deviations observed from normal N-N and Cay-N bond lengths indicate a
delocalization of the zelectrons on the triazene group toward the terminal 4-amidophenyl and
4-acetylphenyl substituents of the N=N—N(H) moiety. The N11=N12 bond [1.2720(17) A] is
longer than the typical value for a double bond (1.236 A), whereas the N12-N13 bond
[1.3252(17) A] is shorter than the typical value for a single bond (1.404 A) [19,20]. In
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addition, the C11-N11 [1.4125(18) A] and C21-N13 [1.3873(17) A] bonds are shorter than
characteristic N—Cary single bonds (secondary amines, RoNH, R = Csp% 1.452 A) [21].

The crystal structure of HL reveals molecules related by an axial 2; screw-axis
parallel to the crystallographic direction [0 1 0], assembled via intermolecular classical
hydrogen bonds N2—H3---N11" and N13—-H13---02""", symmetry code ("') 1.5-x, -0.5+y, 0.5-z;
(") 1.5-x, 0.5+y, 0.5-z. These infinite chains are connected via intermolecular classical
hydrogen bonds N2—H2:--O1' along the [3 0 -1] base vector resulting in a two-dimensional
network of HL molecules, symmetry code (') -, -y, 1-z. Figure 3 shows a section of the 2-D
assembly of HL molecules toward the plane (1 0 3). The geometric details that were
calculated by applying the PLATON program [22] of the hydrogen bonding are listed in
Table 3.

Insert Table 3 here

On the other hand, the interplanar angles between the molecular fragments of the free
HL molecule (Table 4, Figure 5) indicates that the delocalization of the = electrons on the
triazene group toward the terminal substituents of the N=N—N(H) moiety is not hindered,

resulting a slight deviation of planarity of the whole molecule.

Insert Table 4 here

Insert Figure 5 here
2.1.2. Crystal structure of (C33H2sAuN4O2P, [(L)Au(PPh3)])

The crystal structure of [(L)Au(PPhs)] shows discrete neutral asymmetric two-
coordinate mononuclear Au(l) complexes. The deprotonated triazenide ion L™ acts via atom
N13 as a xN* monodentate (two-electron donor) ligand, while one neutral triphenylphosphine
molecule completes the coordination sphere of the metal ion to an almost linear arrangement
(Figure 2). The Au-N13 bond distance of 2.062(6) A is similar to the sum of the covalent radii
(2.144 A) [19,20] and corresponds to a covalent single bond.

Similar to the observed on the free HL molecule, variances observed from normal N-N

and Cay-N bond lengths demonstrate a delocalization of the 7 electrons on the triazene group
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toward the terminal aryl substituents of the deprotonated N=N-N moiety. The N11=N12 bond
[1.274(8) A] is longer than the typical value for a double-bonded N=N atoms, whereas the
N12—-N13 bond [1.320(8) A] is shorter than the typical value for single-bonded N-N atoms.
On the other hand the C11-N11 [1.421(8) A] and C21-N13 [1.380(8) A] bond distances are
shorter than characteristic N-Cay single bonds as pointed out in the discussion of the
structure features of HL.

The crystal structure of [(L)Au(PPhs)] reveals centrosymmetric pairs of molecules,
generated via classical N1-HI1A---O1’ intermolecular hydrogen bonding, symmetry code (')
2-X, -y, -z. In addition, these centrosymmetric pairs are within an infinite one-dimensional
chain along the base vector [1 1 1] via intermolecular hydrogen bonds with a bifurcated
geometry  (D;—Hi,D,-Hy)-<(A) (D = donor atom, A = acceptor atom),
(N1-H1B,C15-H15)--02", symmetry code (") -1+X, -1+y, -1+z. Geometric details calculated
applying the PLATON program [22] of the hydrogen bonding are found in Table 3.

In comparison with the free molecule HL, the interplanar angles between the
molecular fragments of the complex [(L)Au(PPh3)] (Table 4, Figure 5) demonstrates that the
delocalization of the =z electrons on the deprotonated triazenide group [N3]” toward the
terminal substituents of the N-N-N triad is hindered due to the significant deviation of the
planarity of the whole coordinated L’ ligand.

2. 2. Biological activities

2.2.1 In vitro cytotoxic studies

The widespread success of cis-diamminedichloroplatinum(ll) (Cisplatin®) in the
treatment of several types of neoplasias attracted interest in the coordination chemistry of
metal-based drugs against cancer [23]. Despite its great effectiveness, the clinical drawbacks
[24], and by native or acquired resistance phenomena, the cure of neoplasias with Cisplatin®
was limited [25]. There are already studies with several novel gold(l)-phosphine complexes
that display a wide spectrum of antineoplasic activity, especially in some Cisplatin-resistant
cell lines [26].

These recent surveys stimulate the search for other cytotoxic metal-based agents with
improved pharmacological properties. In this context complexes with transition metals, as for

example, copper(l), silver(l) and gold(l) showed encouraging perspectives. In addition, the
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cytotoxic activity of complexes including phosphines and diphosphines ligands were
investigated and is already well established. It was found that this activity was preserved
when Au(l) was coordinated by phosphine derivatives, but was generally reduced when the
phenyl groups on the phosphine ligand were replaced by other substituents [2]. The
mechanisms underlying the cytotoxicity of gold(l) with large lipophilic cations complexes
remain unclear to be fully elucidated [27]. A major problem for the clinical use of lipophilic
compound with gold metal and diphenylphosphine is that they indiscriminately interact with
cancer and normal cells, resulting in high levels of toxicity in human trials [28]. Therefore, it
was suggested that the hydrophilic/lipophilic balance in diphosphine ligands could provide a
selective target of cancer cells over normal cells [27].

The cytotoxicity of the triazene 1 and of the related (triphenylphosphine)gold(l)-
complex 2 using marrow bone cultures of four untreated patients, with a clinical suspicion of
leukemia, and one control patient without leukemia was investigated through a standard
bioassay, MTT. The cells of these patients were exposed to 1 and 2 during 24 h to evaluate
the antiproliferative effect.

Before presenting the cytotoxic effects of the compounds, the clinical diagnoses of the
patients studied are shown below: patient 1, male, 63 years old, 15,900 leukocytes/mm?, was
diagnosed with acute myeloid leukemia (AML), M2 subtype according to the French-
American-British (FAB) classification, showing normal karyotype (46,XY); patient 2, female,
35 years old, 322,800 leukocytes/mm?, was diagnosed with chronic myeloid leukemia (CML)
with karyotype 46,XX,t(1;9;22)(p22;934;q11); patient 3, male, 9 years old, 200,000
leukocytes/mm?®, was diagnosed with T-lineage acute lymphocytic leukemia (T-ALL)
showing karyotype 46,XY,del(3)(q25); patient 4, female, 54 years old, 1,200 to 135,600
leukocytes/mm?, inconclusive karyotype, was diagnosed with myelodysplastic syndrome
(MDS).

The Table 5 shows the results of the cytotoxic effect of 1 and 2 on AML cells, CML
cells, ALL cells, MDS cells and control patient cells of bone marrow. The percentage of cell
death and the I1Csg values, which are calculated from the dose-survival curves, are summarized
in this table.

Insert Table 5 here

Based on the concentration-response curve, the cell survival did not depend on the

triazene concentration for compound 1 and 2. The complex 2 showed better cytotoxic activity
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compared to triazene molecule 1 which proved to be ineffective against most of the samples
tested. The compound 1 exhibited promising antiproliferative effect only toward AML cells
(ICso = 77.47 pmol mL™) whereas the compound 2 demonstrated a pronounced antitumor
activity, especially against bone marrow cells from patient with MDS (ICsy = 7.72 pumol mL"
1. The data also showed the small cytotoxic effect of the compound 1 and 2 on normal cells
compared to Dacarbazine®.

These results revealed that the [(triphenylphosphine)gold(l)]-fragment in compound 2
increase the antiproliferative activity of the triazenide complex derivative on bone marrow
mononuclear cells analyzed in this trial. Thereby, our findings confirm that metal centers are
very important for the cytotoxic activity and the classic example is Cisplatin®, which exerts
its antineoplasic activity by interacting with DNA [29]. Therefore, it is clear that a general
metal-biomolecule interaction is important for the anticancer activity of a metal based-drug
[30]. However, the biological properties of metal complexes are determined not only by the
presence of the metal itself, but also by the number and types of ligands bound, oxidation
state and the coordination geometry of the metal center in its respective complex. On the other
side, many metal-based-drugs act as pro-drugs that undergo ligand substitution and redox
reactions before they reach their targets [30,31].

2.2.2. Antibacterial activity

Antimicrobial resistance continues to grow quickly all around the world, mainly due to
the extensive use of antibiotics. The in vitro results of the antibacterial activity of compound 2
were more significant against Gram-positive bacteria and showed less relevant results for
Gram-negative. The MIC is the lowest concentration of the compound at which the
microorganism does not present visible growth. The results demonstrate that complex 2 is
more active in comparison with the free triazene 1. Compound 2 was capable to inhibit the
growth of some strains with the MIC values of 8 pg mL™ (Enterococcus faecalis ATCC
29212, E. faecalis ATCC 51288 and Staphylococcus epidermidis ATCC 12228), 16 pg mL™
(Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213, Bacillus cereus ATCC 14579,
S. epidermidis, S. aureus (1), S. aureus (2) and Klebsiella oxytoca - MDR n° 112) and 32 pg
mL™ for E. coli ATCC 25922. For other microorganisms, the MIC values of compound 2
were higher than 128 pg mL™. Compound 1 revealed a MIC value higher than 128 ug mL™
against all the bacteria assessed. It is well documented in other studies that triazenes have
better activity against Gram-positive than Gram-negative bacteria [14,16]. This can be
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partially explained by the fact that the outer membrane of Gram-negative species is known to
present a barrier to the penetration of several antimicrobials molecules, and the appearance of
mechanism of [B-lactamases which are enzymes capable of hydrolyzing cephalosporins,
penicillins, and carbapenems, antibiotics often used as antimicrobial therapy to treat
nosocomial infections. The hydrolysis of B-lactam antimicrobial by B-lactamases is the most
common mechanism of resistance for this class of antibacterial agents in clinically significant
Gram-negative bacteria [32]. Although the mode of action of these alkaloids is still not

detailed, some studies have shown that triazenes are able to cleave plasmid DNA [14].

3. Conclusion

This work presents one triazene derivative (compound 2) which shows significant
cytotoxic activity against three types of leukemia and MDS. Similarly to other novel gold(l)-
phosphine complexes cited in the literature that display a wide spectrum of antineoplasic
activity, in our case, the anticancer activity of the investigated molecules was favored by the
presence of metal and by the phosphine. Both compounds 1 and 2 presented small
cytotoxicity toward normal cells, with 1Csq values significantly higher than those obtained for
the anticancer drug Dacarbazine®. The antibacterial properties of 2 indicate that this
compound presents potential activity against the most Gram-positive pathogens. The results
shown herein suggest that the compound 2 could be considered potential candidate for the

development of new antitumor and antibacterial bioactive agents.

4. Experimental Section

4.1. Materials and physical measurements

All the reagents and solvents used in the study were reagent grade and were used
without further purification. For biological assays, water was purified by passage through a
Millipore ©2 water purification system with a resistance of 18 MW and sterilized by autoclave.

'H and *C NMR spectra were recorded on a Bruker DPX 200 instrument. IR spectra
were recorded on a Bruker FT-IR Spectrometer TENSOR 27 instrument with samples
embedded in KBr pellets. UV-Vis spectra were measured on a Shimadzu UV-1650-PC

spectrophotometer.
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4.2. Synthesis
4.2.1. Synthesis of 1-(4-amidophenyl)-3-(4-acetylphenyltriazene (HL), 1

Triazene 1 was synthesized based on the method of a coupling reaction between a
diazonium salt and a free aromatic amine in acid pH at low temperature. 4-aminobenzamide
was solubilized (1.362 g) in 30 ml of a 2:1 mixture of H,O/HCI. Maintaining the temperature
of the reaction system near to 0° C, solid sodium nitrite (0.73 g + 5% excess) was slowly
added to the above solution under permanent agitation and controlled temperature. After 15
minutes stirring of the reaction mixture the free 4-acetylphenylamine dissolved in acetone was
slowly added while vigorous stirring was maintained during 30 minutes. The reaction mixture
was carefully neutralized with solid sodium carbonate (Na,CO3) resulting a yellow precipitate
of the crude product of 1. The solid, 1-(4-amidophenyl)-3-(4-acetylphenyl)triazene, was
filtered off, washed with diverse portions of cold water and dried under vacuum. Yield: 84.1%
(2.3747 g) based on 4-aminobenzamide. Yellow crystals with a block shape suitable for X-ray
diffraction were obtained by the recrystallization of 1 in acetone. *H-NMR (400 MHz, dmso-
ds/TMS) & = 12.81 (s, 1H, NH triazene); 8.00 (d, J=8.6Hz, 4H, ArH); 7.85 (br, 1H, NH
amide), 7.57 (s, 4H, ArH), 7.26 (br, 1H, NH amide) 2.56 (s, 3H, CH3) ppm.**C NMR (400
MHz, dmso-deg/TMS) & = 196.16 (C=0 acetone); 167.30 (C=0 amide); 151.05 (Ph); 145.29
(Ph); 132.61 (Ph); 131.17 (Ph); 129.78 (Ph); 128.71 (Ph); 120.55 (Ph); 113.59 (Ph); 26.20
(CH3) ppm. IR vmadcm™, KBr pellets: 3426, 3196 (vN—H amide, 1667 (vC=0), 1599 (vC=C
aromatic), 1510 (6N-H), 1430 (vN=N), 1392 (vC-N), 1265 (vC(Ph)-N) 835 (vC-N).
UV/IVis Amad/nm (EtOH) 220 n—r* (C=C), 375 n—* (N=N); €375 (mol™.L.cm™ 3.05 x 10%).
More information about the NMR spectroscopy data is summarized in the supplementary

material.

4.2.2. Synthesis of [1-(4-amidophenyl)-3-(4-acetylphenyl)triazenido-xN*] (triphenylfosphine-
xP)gold(N[(L)Au(PPhs)]), 2

The free triazene 1 (0.1 g) was previously dissolved in 10 mL of an ethanol/pyridine
1:1 mixture. In sequence the reaction media was treated with a mixture of 10 mL of methanol
including 2 pellets of KOH. To the deep-red resulting solution, 0.17 g of solid
chloro(triphenylphosphine)gold(l), (PhsP)AuCl was added. The reaction mixture was stirred
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continuously during 12h. In sequence, the solvent mixture was removed and the remaining
yellow solid dried under vacuum. Yield: 92% (0.24 g) based on 1-(4-amidophenyl)-3-(4-
acetylphenyl)triazene. Yellow crystals with block shape, suitable for X-ray diffraction were
obtained by recrystallization of 2 in an ethanol/pyridine 1:1 mixture. 'H NMR spectrum of 1
(DMSO-dg/TMS) 6 = 12.81 (s, 1H, NH triazene); 8.00 (d, J=8.6Hz, 4H, ArH); 7.85 (br, 1H,
NH amide), 7.57 (br, 4H, ArH), 7.26 (br, 1H, NH amide) 2.56 (s, 3H, CH3) ppm. *C NMR
spectrum of 1 in DMSO-ds/TMS.*C NMR (DMSO-dg/TMS) & = 196.16 (C=0 ketone);
167.30 (C=0 amide); 151.05 (Ph); 145.29 (Ph); 132.61 (Ph); 131.17 (Ph); 129.78 (Ph);
128.71 (Ph); 120.55 (Ph); 113.59 (Ph); 26.20 (CH3) ppm. More information about the NMR

spectroscopy data is summarized in the supplementary material.

4.3. X-ray Crystal structure analysis

The X-ray diffraction experiments for the free triazene 1 and the related complex 2
were carried out using a single crystal fixed on a glass fiber for data collection. Data were
collected at 20°C with a Bruker APEX Il CCD area—detector diffractometer and graphite
monochromatized Mo-K,, radiation using the COSMO program [33]. No crystal decay was
observed. Crystal system and space group were unequivocally determined from the data sets
and reciprocal space images. Cell refinement, data reduction, and absorption correction were
performed using the SAINT and SADABS programs, respectively [33]. The structure of both
compounds were solved by direct methods and refined on F? with anisotropic temperature
parameters for all non-hydrogen atoms [34,35]. The positional parameters of the H atoms of
the free triazene 1 were obtained from a difference map and refined with an isotropic
displacement parameter [35]. For the complex 2, the positional parameters of the H atoms
bonded to C and N atoms were obtained geometrically, with the C—H and N—H distances
fixed (0.96 A for Csp® methyl; 0.93 A for Csp? phenyl; 0.86 A for Csp® Namice), and refined as
riding on their respective C and N atoms, with Uijs,(H) = 1.5Ueq(Csp3 methyl), Uiso(H) =
1.2Ugq(Csp® phenyl), and with Uise(H) = 1.2Ueq(Csp® Namice), respectively [35]. Graphical
representations were drawn with the DIAMOND software [36].
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4.4. Biological activities
4.4.1. Cell cultures

Bone marrow samples, excess of clinical trials (cytogenetic studies), were obtained at
the Hematology-Oncology Laboratory of the University Hospital of Santa Maria (HUSM),
Santa Maria, RS, Brazil. These samples were collected from bone marrow aspirate of 4
untreated patients, with clinical suspicion of leukemia and 1 control patient without leukemia.
The mononuclear cells were isolated by Ficoll density-gradient centrifugation (Ficoll-Paque
PLUS — GE Healthcare). After isolation, the cells were grown at 37°C, 5% CO,, in RPMI-
1640 media (Sigma-Aldrich), supplemented with 20% fetal bovine serum (Cultilab, Brazil),
penicillin G 100 U mL?, streptomycin sulfate 100 pg mL™ (Gibco, Invitrogen, Italy).

4.4.2. Cytotoxicity assay

The growth inhibitory effect toward bone marrow mononuclear cells was evaluated by
means of an MTT assay [37]. Briefly, Trypan blue (1% in distilled water) and cell
suspensions were mixed in 1:6 quantities. The quantity of viable cells was estimated by
hemocytometry. Exponentially growing cells were added to each well of a flat-bottom in 96-
well microplates (90 pL/well) at a density of 3 x 10° cells mL™. The assayed compounds (1 —
2) were dissolved in 50% ethanol and diluted to the required concentration (12.5, 50 and 100
pmol mL™). Then, the cells were exposed to different concentrations of compounds for 24 h
at 37°C and 5% CO, humidified atmosphere. Control cultures received cells in the absence of
assayed compounds. After 24 h of incubation, each well was treated with 10 pL of a 5 mg
mL™* MTT saline solution, and the plates were incubated for 4 h at 37°C. The formazan
product was dissolved by the addition of 100 uL of dimethyl sulfoxide. The inhibition of cell
growth was detected by measuring the absorbance at 570 nm using a Fisher Bio-Tek BT2000
MicroKinetics reader. The percentage of cell survival was defined as the relative absorbance
of treated cells vs. respective controls. The ICso value, defined as the drug concentration that
reduced the mean absorbance at 570 nm to 50% of those in the untreated control wells, was
calculated for each compound. The experimental data were transformed to sigmoid dose-
response curves using nonlinear regression analysis (GraphPad Prizm 5), which enabled the

calculation of the corresponding 1Csy.
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4.4.3. Bacterial strains

The antibacterial activities of the compounds 1 and 2 were evaluated in vitro against
30 microorganisms, including 10 bacteria of the American Type Culture Collection (ATCC):
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli
ATCC 35218, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Enterococcus faecalis ATCC 51288, Enterococcus faecalis ATCC 29212 and Bacillus cereus
ATCC 10987). Twenty multidrug-resistant bacteria from the Microbiology Laboratory, of the
University Hospital of Santa Maria, were identified by the automated system MicroScan-
Siemens®: Pseudomonas aeruginosa (6 isolates), Acinetobacter baumannii (2 isolates),
Stenotrophomonas maltophilia (1 isolate), Klebsiella pneumoniae (3 isolates), Klebsiella
oxytoca (1 isolate), Enterobacter brevis (2 isolates) Staphylococcus aureus (3 isolates),
Staphylococcus epidermidis (2 isolates). The guidelines of the Technical Note n° 1/2010,
issued by the National Sanitary Surveillance Agency (ANVISA), were followed in the
selection of multidrug-resistant bacteria (MDRs). According to them, the resistance to the
different classes of antimicrobials in routine microbiological tests characterizes multidrug-

resistant microorganisms [38].

4.4.4. Antimicrobial susceptibility testing

The minimal inhibitory concentrations (MICs) were determined in cation-adjusted
Mueller Hinton broth (Difco, Detroit, MI) following the standard microdilution method [39].
Inoculates were prepared in the same medium at a density adjusted to a 0.5 McFarland
turbidity standard (1.5 x 108 colony forming units - CFU mL™). The assayed compounds (1 —
2) were dissolved in 50% of ethanol. A total of 10 concentrations of the compounds were
tested in each assay (0.25 to 128 ug mL™). The 96 well microplates were incubated without
agitation at 35 £ 2°C for 24 h. After incubation, 10 pL of 2% 2,3,5-triphenyltetrazolium
chloride (TTC) were added. Live microorganisms reduce TTC by enzymatic action,
originating formazan kept inside granules in the cells, which become red [40]. The MIC
values of the tested compounds were defined as the lowest concentration exhibiting no visible
growth of microorganisms compared with compound-free control wells. All assays were

performed in triplicate.
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Supplementary material

Crystallographic data for the structural analyses have been deposited with the Cambridge
Crystallographic Data Centre CCDC no. 898763 and 898764. Further details of the crystal
structures investigations are available free of charge via
www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html (or from the CCDC, 12 Union Road, Cambridge
CB2 1EZ, UK; fax: +44 1223 336033; e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk).
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Captions for Figures

Figure 1. View of the molecular structure with atom-labeling scheme of HL. Displacement

ellipsoids at the 50% level and H atoms with arbitrary radii.

Figure 2. View of the molecular structure with atom-labeling scheme of [(L)Au(PPhs)].

Displacement ellipsoids at the 50% level and H atoms with arbitrary radii.

Figure 3. View of the supramolecular, 2-D assembling of HL towards the plane (103). The
infinite two-dimensional arrangement occurs along to the crystallographic directions [010]
and [30-1] via classical hydrogen bonds (indicated as dashed lines) N2-H2.--O1', N2-
H3---N11" and, N13-H13---O2'""; symmetry codes (): -x, -y,1-z, (""): 1.5-x, -0.5+y, 0.5-z, (""):
1.5-x, 0.5+y, 0.5-z. Atoms with arbitrary radii.

Figure 4. View of the supramolecular, 1-D assembling of [(L)Au(PPh3)] toward the
crystallographic direction [010]. The one-dimensional arrangement occurs along to the base
vector [111] via classical hydrogen bonds N1-HA:--O1' and non-classical hydrogen bonds
C15-H15---02" (indicated as dashed lines); symmetry codes ('): 2-x, -y, -z. Atoms with

arbitrary radii.

Figure 5. Molecular fragment sections of 1 (X = H) and 2 (X = PPhs).



Figure 1 (Maisa K. Tizotti, et al.)

Figure 2 (Maisa K. Tizotti, et al.)
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Figure 3 (Maisa K. Tizotti, et al.)

Figure 4 (Maisa K. Tizotti, et al.)
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Figure 5 (Maisa K. Tizotti, et al.)
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Table 1 Crystal data and structure refinement for the free triazene 1 and complex 2.
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Compound 1 2

Formula C15H14N2O, CasHzsAUN,O,P

M (g'mol™) 282.30 740.53

Crystal size (mm°) 0.41x0.24x0.16 0.20x0.14 x0.12

Crystal system Monoclinic Triclinic

Space group P2,/n P(-1)

a (A 7.2645(4) 12.1752(4)

b (A) 17.2890(7) 12.3736(4)

c(A) 11.6891(5) 14.2270(4)

a (°) 90 109.540(2)

B(°) 95.833(2) 112.488(2)

7 (°) 90 98.160(2)

Vv (A?) 1460.50(12) 1774.39(10)

z 4 2

D (calc) (g-cm’s) 1.284 1.386

u (MoKa)(mm™) 0.089 4.221

F(000) 592 728

Temperature (K) 293(2) 293(2)

Radiation (MoKa)(A) 0.71073 0.71073

Index ranges -9<h<5 -16<h<16
-23<k<21 -156<k<16
15<1<15 -17<1<18

Reflections collected 25958 30480

Completeness to theta (%) 99.7 (6= 28.38) 99.6 (A=27.91)

Max. and min transmission (%) 0.9859 and 0.9645 0.6313 and 0.4856

Unique data, R(int) 3645 (0.0316) 8463 (0.0414)

frange (°) 2.1110 28.38 1.71t0 27.91

Observed data [(1 > 2o(1)] 2335 6150

R 0.0445 0.0450

WR; 0.1132 0.1463

S (F? 1.020 1.121

Largest diff. peak and hole [e-A*] 0.197 /-0.182 1.826 /-0.645




Table 2 Selected geometric parameters (A, °) for the free triazene 1 and complex 2.
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Bond lengths Bond angles
Triazene 1
C11-N11 1.4125(18) 02-C17-N2 121.79(13)
C17-02 1.2418(17) 02-C17-C14 119.03(12)
C17-N2 1.3238(19) N2-C17-C14 119.17(13)
C21-N13 1.3873(17) 01-C27-C24 120.76(17)
C27-01 1.215(2) 01-C27-C28 119.41(16)
C27-C28 1.491(3) C24-C27-C28 119.82(16)
N2-H2 0.96(2) H2-N2-H3 121.4(18)
N2-H3 0.91(2) N12-N11-C11 114.64(12)
N11-N12 1.2720(16) N11-N12-N13 110.80(12)
N12-N13 1.3252(17) N12-N13-C21 121.81(12)
N13-H13 0.93(2) N12-N13-H13 119.7(12)
Complex 2
C11-N11 1.421(8) 01-C17-N1 121.2(6)
C17-01 1.235(9) 01-C17-C14 121.4(6)
C17-N1 1.343(9) N1-C17-C14 117.4(6)
C21-N13 1.380(8) 02-C27-C24 121.9(7)
C27-02 1.202(11 02-C27-C28 121.8(8)
C31-P 1.821(8) C24-C27-C28 116.0(8)
C41-P 1.823(8) H1A-N1-H1B 120.0 (8)
C51-P 1.820(8) N12-N11-C11 113.0(6)
N11-N12 1.274(8) N11-N12-N13 111.8(6)
N13-Au 2.062(6) N12-N13-C21 114.9(6)
P-Au 2.2243(19) N12-N13-Au 117.7(4)
N13-Au-P 174.48(15)




Table 3 Hydrogen-bonding geometric parameters (A, °) the free triazene 1 and complex 2.
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D-H:--A D-H H--A D--A Z D-H-+A
Triazene 1

N2-H2:--01’ 0.96(2) 2.02(2) 2.960(2) 165.5(19)
N2-H3:N11" 0.91(2) 2.25(2) 3.1471(18 167.8(19)
N13-H13.-02"" 0.93(2) 1.86(2) 2.7794(17)  170(2)
Complex (2)

N1-HIA-O1’ 0.86 2.12 2.956(9) 164
N1-H1B---O2" 0.86 2.15 2.973(11) 161
C15-H15--02" 0.93 2.50 3.419(12) 171

(D = donor atom, A = acceptor atom)

Symmetry codes: (') -X, -y, 1-z, (") 1.5-x, -0.5+y, 0.5-z, (""") 1.5-, 0.5+y, 0.5-z for triazene 1

Symmetry codes: (') 2-X, -y, -z, (") -1+X, -1+y, -1+z for complex 2

Table 4 Interplanar angles (°) between molecular fragments of the free triazene 1 and complex

2.
Fragments | (a) / (b) (0) /() ©) / (d) @)/ () (b) / (d)
Triazene L | 7,2(2) 42(2) 1,4(2) 6,3(3) 3.8(1)

Complex2 | 5(1) 6,8(1) 12,0(1) 8(2) 13,2(4)
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Table 5 Cytotoxic activity data of compound 1, 2 and Dacarbazine® (MTT-dye reduction

assay)
Patient Compound 1 Compound 2 Dacarbazine®
number
and | Concentration % IC50 @ Concentration % IC5, @ IC50@
leukemia cell cell
type (umol mL™)  death (umolmL?) | (umolmL™) death (umolmL?) | (umol mL™)
100 45.33 100 66.17
1
50 31.56 T77.47 50 51.39 23.38 Unperformed
AML ®
12.5 51.82 12.5 60.93
100 21.07 100 52.33
2
50 12.52 306.4 50 53.10 50.69 Unperformed
CML ©
12.5 26.18 12.5 34.10
100 27.28 100 71.10
3
50 19.25 205.2 50 57.60 35.36 Unperformed
ALL®@
12.5 29.08 12.5 30.12
100 23.42 100 81.92
4
50 35.58 131.9 50 82.30 7.72 Unperformed
MDS ©
12.5 49.40 12.5 67.03
100 15.78 100 21.67
cp® 50 7.22 453.9 50 12.50 315.2 132.40
12.5 24.64 12.5 19.68

@ |Cq, (dose required to achieve 50% decrease in cell grow). ® 1 AML = acute myeloid leukemia cells of patient

number 1. © 1 CML = chronic myeloid leukemia cells of patient number 2. @ 3 ALL = acute lymphocytic

leukemia cells of patient number 3. © 4 MDS = myelodysplastic syndrome of patient number 4. ® CP = control

patient cells of bone marrow



Supplementary Information
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Table S1. Minimum inhibitory concentration values (g mL™) for the triazene 1 and complex

2

Bacterial strain Compound 1 Compound 2
Staphylococcus aureus ATCC 25923 =128 ugmL* =16 ug mL™
Staphylococcus aureus ATCC 29213 >128 pg mL* =16 ugmL*
Enterococcus faecalis ATCC 29212 >128 pg mL* =8ugmL?
Enterococcus faecalis ATCC 51288 >128 pg mL* =8ugmL?
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 >128 ug mL* =8pugmL™
Bacillus cereus ATCC 14579 >128 ug mL* =16 ugmL*
Escherichia coli ATCC 25922 >128 ug mL* =32 ugmL*
Escherichia coli ATCC 35218 >128 ug mL* >128 ug mL*
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 >128 pg mL™ >128 pgmL*
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 >128 pg mL™ >128 pg mL*
Staphylococcus aureus n° 35 (1) >128 ug mL™ =16 ugmL*
Staphylococcus aureus n° 45 (2) >128 ug mL™ =16 ugmL*
Staphylococcus aureus n® 57 >128 ug mL* >128 ug mL*
Staphylococcus epidermidis n° 16 >128 ug mL* =16 ugmL*
Staphylococcus epidermidis n° 44 >128 ug mL* >128 ug mL*
Klebsiella oxytoca (MDR n° 112) >128 ug mL™ =16 pgmL*
Pseudomonas aeruginosa (MDR n° 132) >128 ug mL™ >128 pygmL*
Klebsiella pneumoniae (MDR n° 164) >128 ug mL™ =128 ygmL*
Pseudomonas aeruginosa (MDR n° 165) >128 ug mL™ >128 pygmL*
Pseudomonas aeruginosa (MDR n° 179) >128 ug mL* >128 ug mL*
Pseudomonas aeruginosa (MDR n° 223) >128 ug mL* >128 ug mL*
Klebsiella pneumoniae (MDR n° 224) >128 ug mL* >128 ug mL*
Pseudomonas aeruginosa (MDR n° 236) >128 ug mL* =128 ug mL*
Stenotrophomonas maltophilia (MDR n° 258) >128 ug mL™ >128 pygmL*
Empedobacter brevis (MDR n° 285) >128 ug mL™ >128 pygmL*
Acinetobacter baumannii (MDR n° 325) >128 pg mL™ =128 ygmL*
Empedobacter brevis (MDR n° 590) >128 ug mL* =128 ygmL™*
Acinetobacter baumannii (MDR n° 707) >128 pg mL* >128 ug mL*
Klebsiella pneumoniae (MDR n° 806) >128 pg mL* =64 ugmL™*
Pseudomonas aeruginosa (MDR n° 955) >128 pg mL* =128 ug mL*

MDR = multidrug-resistant
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4 MATERIAL E METODOS ADICIONAIS

4.1.Ligante 1,2,3-benzotriazina-4(3H)-ona e complexos triazenidos de Cu(ll)

Também foram investigados, quanto a sua atividade antibacteriana e
antileucémica in vitro, o ligante triazeno 1,2,3-benzotriazina-4(3H)-ona (1) (Figura 7)
e trés complexos triazenidos de cobre(ll) relacionados contendo ligantes diiminicos
(piridina, 2,2’-biperidina e 1,10-fenantrolina).

Tanto o ligante quanto os complexos haviam sido previamente sintetizados e
caracterizados no Nucleo de Investigacdo de Triazenos e Complexos (NITriCo) da
UFSM. Apos a caracterizacdo, os complexos foram denominados: trans-Bis[1,2,3-
benzotriazenido-4-ona)- kN°]bis(piridina-xN)(aquo)cobre(ll) (2) (Figura 8); Bis{[1,2,3-
benzotriazenido-4-ona)-xN3|(2,2’-biperidina- «N? N?)(H2-[1,2,3-benzotriazenido-4-ona]
-xN? N®)}cobre(ll) (3) (Figura 9); Bis{[1,2,3-benzotriazenido-4-ona)-xN°](fenantrolina-
xNE N)(po-[1,2,3-benzotriazenido-4-ona]-xN? N3)}cobre(ll) (4) (Figura 10).

Figura 7 — Representagdo da estrutura molecular do ligante 1,2,3-benzotriazina-
4(3H)-ona (1).
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Figura 8 — Projecdo da estrutura cristalina do complexo trans-Bis[1,2,3-
benzotriazenido-4-ona)-xN>|bis(piridina-xN)(aquo)cobre(ll) (2).

Figura 9 — Projecéo da estrutura cristalina do complexo Bis{[1,2,3-benzotriazenido-4-
ona)-xN?|(2,2’-biperidina-xN? N?)(p2-[1,2,3-benzotriazenido-4-ona]- xN? N3)}cobre(ll)
(3).
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Figura 10 — Projecdo da estrutura cristalina do complexo Bis{[1,2,3-benzotriazenido-
4-ona)-kN*|(fenantrolina-xN*,N*°)(u2-[1,2,3-benzotriazenido-4-ona]-«N? N*)}cobre(ll)
(4).

4.2.Avaliacao da atividade antileucémica in vitro

4.2.1. Células e condicbes de cultura

Durante os anos de 2011 e 2012, foram testadas sete amostras de medula
O0ssea, excedentes da rotina laboratorial (andlises citogenéticas) do Setor de
Hematologia-Oncologia do HUSM. Destas, seis amostras haviam sido coletadas de
pacientes com suspeita clinica de leucemia, os quais na data da coleta ainda néo
haviam sido submetidos ao tratamento com agentes antineoplasicos. Uma amostra
foi coletada de paciente com leucocitose.

As células mononucleares da medula 6ssea foram isoladas por gradiente de
densidade (Ficoll-Pague PLUS — GE Healthcare) e, entéo, cultivadas em frascos de
poliestireno contendo o meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640
— Sigma-Aldrich) suplementado com 20% de soro fetal bovino (Cultilab) e
antibiéticos (50 U mL™ de penicilina/50 uM de estreptomicina), a uma temperatura

de 37 °C, em incubadora com atmosfera umidificada e 5% de CO..
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4.2.2. Avaliacdo da viabilidade celular pelo método de MTT

O ensaio de citotoxicidade in vitro representa um método de referéncia para o
screening inicial de novos agentes antineoplasicos. Para avaliar a citotoxicidade in
vitro dos compostos, a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico
com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT). Este método &
baseado na reducdo do sal de tetrazdlio (cor amarela) em cristais de formazan
insoluveis (cor purpura), pelas enzimas succinato desidrogenase mitocondriais
presentes nas células viaveis (MOSMAN, 1983).

Os compostos foram dissolvidos em uma mistura equivalente de agua ultra
pura e etanol (1:1) e, em seguida, diluidos a fim de se obter trés diferentes
concentracdes (12,5; 50 e 100 umol mL™Y). A quantidade de células viaveis (ndo
coradas pelo corante azul de tripan) presentes na suspensao celular foi estimada por
hemocitometria. Noventa microlitros desta suspenséo celular (densidade de 3 x 10°
células mL™) foram adicionados por poco em uma microplaca de 96 pocos. As
células foram expostas a diferentes concentragcdes dos compostos e incubadas por
24 h a 37 °C e 5% CO,. Culturas controle, contendo células na auséncia dos
compostos também foram realizadas.

Apbs 24 h de incubacdo, solucdo salina estérii de MTT (5 mg mL™) foi
adicionada as amostras e as placas foram reincubadas por mais 4 horas. Apds a
incubacédo, dissolveram-se os cristais de formazan pela adigdo de 100 pL de
dimetilsulféxido (DMSO). Em seguida, a inibicdo do crescimento celular foi detectada
por meio da medida das absorbéancias a 570 nm utilizando leitor de microplacas
(Fisher Bio-Tek BT2000).

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os valores de Cls
(concentracdo que reduz em 50% a viabilidade celular) para cada composto foram
calculados por meio de regressdo nao linear, utilizando-se o programa estatistico
GraphPad Prism 5.
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4.3.Avaliagcao da atividade antibacteriana in vitro

4.3.1. Cepas bacterianas

A atividade antibacteriana foi avaliada in vitro frente microrganismos padréo
de referéncia American Type Culture Collection (ATCC), incluindo cepas bacterianas
gram negativas (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
25922, E. coli ATCC 35218, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Salmonella
typhimurium ATCC 14028), assim como, cepas bacterianas gram positivas
(Staphylococcus aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 25923, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Enterococcus faecalis ATCC 51288, E. faecalis ATCC
29212, Micrococcus luteus ATCC 7468).

Também foi investigada a atividade antibacteriana dos compostos frente a
isolados clinicos obtidos no Laboratério de Microbiologia do HUSM, os quais haviam
sido caracterizados como resistentes a multiplos antimicrobianos por meio de
exames microbiol6gicos. Dentre estes isolados estdo: duas cepas de P. aeruginosa
e duas cepas de Acinetobacter baumannii produtoras de metalo-pB-lactamase (MBL);
duas cepas de S. epidermidis e trés cepas de S. aureus resistentes a oxacilina (MRS
e MRSA); duas cepas de K. pneumoniae produtoras de betalactamase de espectro
estendido (ESBL) e uma cepa de E. coli isolada de urocultura, sensivel a apenas
duas classes de antimicrobianos. Todas as cepas bacterianas foram armazenadas a
-20 °C no banco de microrganismos do Laboratério de Bacteriologia do

Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas da UFSM.

4.3.2. Determinagdo da concentracao inibitéria minima (CIM)

A CIM, definida como a menor concentracdo do composto que impede o
crescimento visivel do microrganismo, foi determinada em caldo Mueller Hinton
(Difco) seguindo-se o método padréo de microdiluicdo em caldo, recomendado pelo

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Os compostos foram
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dissolvidos em quantidades equivalentes de agua ultrapura estéril e etanol (1:1) e
testados nas concentracdes de 0,25 a 128 pg mL™. Placas de 96 orificios, contendo
meio de cultura inoculado com bactérias e diferentes concentracfes dos compostos,
foram incubadas a 35 £ 2 °C por 24 horas. Ap0s o periodo de incubacao, procedeu-
se a leitura visual da CIM e os resultados foram comparados com a CIM obtida para
alguns agentes antimicrobianos relevantes, comumente utilizados no tratamento de

infeccbes por estes microrganismos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO ADICIONAIS

Os ensaios de citotoxicidade in vitro foram realizados sem que se soubesse o
diagnostico definitivo dos pacientes. Informacdes contidas nos prontuarios médicos,
assim como, resultados de exames laboratoriais revelaram que 0s seis pacientes
com suspeita clinica de leucemia foram diagnosticados como portadores de
leucemia. Houve uma grande heterogeneidade no que se refere aos tipos de
leucemia diagnosticados: paciente 1 (LMC Ph+); paciente 2 (LMA subtipo FAB M2,
cariétipo normal); paciente 3 (LLA-T); paciente 4 (LMC atipica Ph-); paciente 5 (LMC
Ph+); paciente 6 (LLC em transformacéao blastica).

O paciente que apresentava leucocitose nao foi diagnosticado como portador
de neoplasia. Portanto, os resultados de citotoxicidade in vitro obtidos frente as
células mononucleares da medula 6ssea deste paciente foram utilizados para avaliar
a toxicidade dos compostos em células ndo tumorais. Assim, este paciente foi
designado como paciente controle (C).

Na Tabela 1 podem ser visualizados os valores de Cls, obtidos para o ligante
triazeno livre (1) e para os complexos triazenidos de Cu(ll) relacionados (2, 3, 4)
guando estes foram incubados por 24 horas com células mononucleares da medula

0ssea de pacientes leucémicos (1-6) e de paciente controle (C).

Tabela 1 — Atividade citotéxica (Clso (umol L™) do ligante triazeno livre e complexos

triazenidos de Cu(ll) relacionados contendo coligantes diiminicos.

Clgo (HmOI L_l)
Pacientes Ligante (1) Complexo (2) Complexo (3) Complexo (4)

piridina 2,2’-bipiridina 1,10-fenantrolina
1 (LMC Ph+) NC NC NC 5,389
2 (LMA M2) 182,8 189,1 344.,8 148,1
3 (LLA-T) 47,32 44,53 16,77 4,684
4 (LMC Ph-) 227,1 12,30 15,08 1,205
5 (LMC Ph+) 21,63 44,51 38,56 6,168
6 (LLC) 23,81 26,76 43,08 9,460
Controle 4,752 55,77 12,41 21,72

NC (N&o calculada devido ao baixo percentual de inibicdo do crescimento celular).
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De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, pode-se inferir que 0s
compostos ensaiados apresentaram uma atividade antiproliferativa bastante
variavel.

O ligante triazeno livre (1) mostrou-se mais citotoxico frente as células
mononucleares da medula éssea de dois pacientes com leucemia crénica (pacientes
5 e 6), possuindo efeito antiproliferativo in vitro tanto sobre células de LMC Ph+ (Clsg
= 21,63 pmol L) quanto LLC em transformac&o blastica (Clso = 23,81 umol L™).
Além disso, este ligante também foi capaz de inibir, de forma discreta, o crescimento
das células de um paciente acometido por LLA-T (paciente 3) (Clso = 47,32 pymol L™).

De modo geral, pode-se observar um aumento significativo nos efeitos
citotoxicos quando o ligante triazeno foi coordenado a ions Cu(ll) e 1,10-fenantrolina
(complexo 4). E de particular interesse a atividade potencial deste complexo frente a
células de pacientes com LMC, especialmente LMC atipica Ph- (paciente 4) (Clsg =
1,205 pmol L), uma vez que 25-40% dos pacientes portadores desta neoplasia
evoluem para leucemia aguda, ao passo que 0 restante vai a Obito devido a
insuficiéncia medular, com um tempo médio de sobrevivéncia de menos de 20
meses com a terapia convencional (KOLDEHOFF et al., 2004).

Varios estudos tém relatado a potencial atividade citotoxica de compostos
TZCs frente a células neoplasicas de pacientes com LMA (SEITER et al., 2002;
SEITER et al., 2004; TURRIZIANI et al., 2006; CAPORASO et al., 2007; SEITER et
al., 2009; REETZ, 2009; DOMINGUES et al., 2010). Contudo, neste estudo os
compostos ndo apresentaram valores de Clsp relevantes quando incubados com
células de paciente com LMA subtipo M2, sugerindo que 0s mesmos podem nao
representar abordagens terapéuticas promissoras para este tipo de leucemia.

Outra observacdo importante € que todos os complexos e principalmente o
triazeno livre, exibiram significativa toxicidade frente a células normais (paciente
controle). Esta falta de seletividade € um fator indesejavel, uma vez que pode
diminuir de maneira consideravel o indice terapéutico desses compostos,
inviabilizando a sua possivel aplicabilidade clinica.

Na Tabela 2 encontram-se descritos os resultados da atividade antibacteriana
in vitro do ligante triazeno livre (1) e complexos triazenidos de Cu(ll) relacionados
(2, 3, 4) realizada frente a diferentes espécies gram positivas e gram negativas.
Podem ser visualizados os valores de CIM (ug mL™) obtidos frente a onze cepas

ATCC e doze cepas patogénicas resistentes a multiplos antimicrobianos (MDR).
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Tabela 2 — Concentracdes inibitérias minimas (ug mL™) do ligante triazeno livre (1) e

dos complexos triazenidos de Cu(ll) relacionados contendo coligantes diiminicos (2,
3, 4) frente a cepas bacterianas ATCC e MDR.

CIM (ug mL™?)

Cepas bacterianas 1) 2) (3) (4)
Ligante  Complexo Complexo Complexo
triazeno piridina 2,2’-bipiridina  1,10-fenantrolina

S. aureus ATCC 25923 =128 =128 > 128 =32
S. aureus ATCC 29213 > 128 =128 > 128 =32
E. coli ATCC 35218 > 128 > 128 > 128 =128
E. coli ATCC 25922 > 128 > 128 > 128 > 128
K. pneumoniae ATCC 700603 > 128 > 128 > 128 > 128
P. aeruginosa ATCC 27853 > 128 > 128 > 128 > 128
E. faecalis ATCC 29212 > 128 > 128 > 128 > 128
E. faecalis ATCC 51288 > 128 > 128 > 128 > 128
S. epidermidis ATCC 12228 > 128 > 128 > 128 =64
M. luteus ATCC 7468 > 128 =128 > 128 =64
S. typhimurium ATCC 14028 > 128 > 128 > 128 =128
S. aureus MDR 1 > 128 =128 > 128 =32
S. aureus MDR 2 > 128 =128 > 128 =64
S. aureus MDR 3 > 128 =128 > 128 =32
S. epidermidis MDR 4 > 128 > 128 > 128 =64
S. epidermidis MDR 5 =128 =128 > 128 =64
P. aeruginosa MDR 6 > 128 > 128 > 128 > 128
P. aeruginosa MDR 7 > 128 > 128 > 128 > 128
A. baumannii MDR 8 > 128 > 128 =128 =64
A. baumannii MDR 9 > 128 > 128 =128 =64
K. pneumoniae MDR 10 > 128 > 128 > 128 =128
K. pneumoniae MDR 11 > 128 > 128 > 128 =128
E. coli MDR 12 > 128 > 128 > 128 =128
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Os valores de CIM sugerem que tanto o ligante triazeno livre 1 quanto os
complexos 2 e 3 ndo exibiram atividade significativa contra oS microrganismos
testados. Para a maioria das bactérias a CIM destes compostos foi maior que 128 ug
mL™.

De modo geral, o ligante 1 e o complexo triazenido de Cu(ll) contendo o
ligante diiminico piridina (2) foram capazes de inibir o crescimento tanto das cepas
gram positivas ATCC quanto dos isolados clinicos resistentes a multiplos
antimicrobianos (CIM = 128 pg mL™), especialmente S. aureus e S. epidermidis. J& o
complexo triazenido de Cu(ll) contendo o ligante 2,2’-biperidina (3) exibiu atividade
frente a duas cepas de A. baumannii multiresistentes.

O patégeno oportunista A. baumannii € classificado no grupo dos bacilos
gram negativos ndo fermentadores da glicose e € considerado atualmente um
importante agente etiologico de infecgbes relacionadas a assisténcia a saude, uma
vez que ocasiona infeccbes graves, principalmente em pacientes internados em
unidades de terapia intensiva (KARAGEORGOPOULOS; FALAGAS, 2008;
MARAGAKIS; PERL, 2008).

Similarmente a atividade antileucémica, a presenca do ligante diiminico 1,10-
fenantrolina favoreceu as propriedades antibacterianas do complexo 4, o qual foi
capaz de inibir de forma satisfatéria o crescimento de trés espécies gram positivas
testadas: S. aureus (CIM = 32 e 64 ug mL™?), S. epidermidis (CIM = 64 pg mL™) e M.
luteus (CIM = 64). O crescimento de A. baumannii também foi inibido pelo complexo
4, apresentado CIM = 64 pg mL™. Além disso, este complexo apresentou discreta
atividade frente a outras espécies gram negativas tais como K. pneumoniae (CIM =
128 ug mL™), E. coli (CIM = 128 ug mL™), S. typhimurium (CIM = 128 ug mL™).

Apesar do mecanismo que conduz a atividade antibacteriana dos compostos
TZCs ainda néo ter sido elucidado, estudos tém demonstrado que estes compostos
exibem uma melhor atividade contra bactérias gram positivas do que gram
negativas. Foi sugerido que estes resultados estdo relacionados a maior
complexidade da membrana bacteriana gram negativa, visto que ela representa uma
barreira para a penetracdo de diversos agentes antimicrobianos. Além disso, o
espaco periplasmatico contém grandes concentracdes de enzimas que Sao capazes
de decompor moléculas exogenas (PARAGINSKI, 2007; HORNER et al., 2008;
REETZ, 2009; DOMINGUES et al., 2010).
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6 CONCLUSOES

e Os resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade in vitro revelaram os
consideraveis efeitos antiproliferativos do complexo [1-(4-amidofenil)-3-(4-
acetilfenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l) sobre células mononucleares da
medula 6ssea de paciente com sindrome mielodisplasica, bem como, de

pacientes com diferentes tipos de leucemia.

e Tanto o pré-ligante 1-(4-amidofenil)-3-(4-acetilfenil)triazeno quanto o
complexo [1-(4-amidofenil)-3-(4-acetilfenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l)
apresentaram efeitos citotoxicos significativamente menores do que o

antineoplasico dacarbazina quando testados frente a células ndo tumorais.

e Os valores de CIM obtidos para o complexo [1-(4-amidofenil)-3-(4-
acetilfenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l) demonstraram a sua promissora

atividade antibacteriana, especialmente frente a cepas gram positivas.

e O pré-ligante 1,2,3-benzotriazina-4(3H)-ona foi apto a inibir o crescimento de
células leucémicas provenientes de pacientes com LMC, LLC e LLA-T.
Contudo, ndo demonstrou efeitos citotdxicos pronunciados em LMA M2.

e A baixa seletividade de 1,2,3-benzotriazina-4(3H)-ona e dos complexos
triazenidos de cobre(ll) relacionados pbde ser evidenciada em razéo do efeito

antiproliferativo consideravel destes compostos sobre células ndo tumorais.

e Dentre os complexos triazenidos de cobre(ll), a atividade antileucémica mais
promissora foi demonstrada pelo complexo 4, o qual inibiu de forma
satisfatdria o crescimento de células leucémicas provenientes de pacientes
com LLA-T, bem com, LMC Ph+ e Ph-.

e Sugere-se gque esta pronunciada atividade antileucémica do complexo 4 pode
ter sido potencializada pela presenca de 1,10-fenantrolina. Aléem disso, este

ligante também pode estar intimamente relacionado aos efeitos
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antibacterianos do complexo 4, o qual inibiu tanto o crescimento de bactérias

gram positivas quanto gram negativas.

Assim, pode-se inferir que tanto o complexo [1-(4-amidofenil)-3-(4-
acetilfenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l)triazenido quanto o complexo
Bis{[1,2,3-benzotriazenido-4-ona)- kN®](fenantrolina- xN* N°)(u-[1,2,3-benzo
triazenido-4-ona]-xN? N®)}cobre(ll) representam uma estratégia alternativa na
concepcdo de novos metalofarmacos com atividade antitumoral e/ou

antibacteriana.

Ressalta-se que estudos adicionais sdo necessarios para a elucidacdo dos
mecanismos envolvidos na atividade antiproliferativa destes compostos,

assim como, para a avaliagdo minuciosa dos seus efeitos toxicos.
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