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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA E ANTIBACTERIANA
DE UM COMPOSTO TRIAZENIDO COMPLEXADO COM iON
OURO ()

AUTORA: MELISE SILVEIRA NUNES
ORIENTADORA: ROSMARI HORNER
Santa Maria, 15 de maio de 2015.

O cancer representa uma das principais causas de 6bito no mundo e esforcos para descobrir
terapias antineoplasicas mais eficazes tém conduzido a sintese de inimeras moléculas. Outro
grande desafio é o tratamento anti-infeccioso, pois apesar do grande arsenal de substancias
ativas disponiveis, muitas mostram-se ineficazes devido ao rapido aparecimento de estirpes
bacterianas resistentes. Em razdo disso, surge a necessidade da descoberta de novas
substancias ativas, com propriedades mais eficazes e direcionadas, tanto nos tratamentos de
neoplasias como de resisténcia microbiana. Notoriamente, os compostos Triazenos (TZCs)
vém afirmando-se como uma classe promissora de metalofarmacos com relevante atividade
antimicrobiana e antiproliferativa. Além disso, a associacdo do radical farmacoférico TZC
com ions metéalicos, como o ouro, leva a um aumento significativo na atividade bioldgica. Em
virtude dessa ampla versatilidade farmacolGgica, este estudo teve como objetivo a avaliagdo
in vitro da atividade biolégica de um composto TZC complexados com ion ouro (I). A
atividade antibacteriana foi realizada pelo método convencional da microdiluicdo em caldo,
através da técnica da concentracdo inibitéria minima (CIM), frente as cepas bacterianas
padrdo de referéncia American Type Culture Collection (ATCC), isolados clinicos com
resisténcia a multiplas drogas (RMD) e isolados clinicos produtores de biofilme. A
citotoxicidade foi analisada através do ensaio colorimétrico baseado na reducdo do brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio) (MTT), frente as células da linhagem
padrdo K562 (Leucemia Mieloide Croénica). Os resultados obtidos demonstram que o
composto em estudo apresentou estreito espectro de acdo, sendo ativo somente frente aos
microrganismos classificados como Gram positivos, além disso, mostrou-se ativo frente a
todos os isolados produtores de biofilme, quando comparado as cepas ndo produtoras de
biofilme. Também demonstrou notavel atividade citotoxica, tendo a ICsyp 4.96 M. Sendo
assim, esses resultados demonstram uma alternativa para a concepc¢do de uma nova classe de
metalofarmacos com atividade antibacteriana e antitumoral.

Palavras-chave: Triazenos. fon ouro. Resisténcia bacteriana. Citotoxicidade.
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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. Another major challenge is the anti-infective treatment, because despite the large
arsenal of active substances available, many show inefficiency due to the rapid emergence of
resistant bacterial strains. As a result, arises the necessity of finding new active substances,
more effective and targeted properties in both treatments of neoplasms as microbial
resistance. Notably, the Triazenes compounds (TZCs) have been asserting itself as a
promising class of metallodrugs with relevant antimicrobial and antiproliferative activity.
Moreover, the association of pharmacophoric radical TZC with metal ions, such as gold, leads
to a significant increase in biological activity. Because of this wide pharmacological
versatility, this study aimed the evaluating in vitro of the biological activity of a compound
TZC complexed with ion gold (I). The antibacterial activity was carried out by the
conventional method of broth microdilution, through the technique of the minimum inhibitory
concentration (MIC), against bacterial strains reference standard American Type Culture
Collection (ATCC), clinical isolates with multidrug resistance (MDR) and clinical isolates
biofilm producers. Cytotoxicity was evaluated by colorimetric assay based on the reduction of
bromide of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) (MTT) against the
standard cell line K562 (Chronic Myeloid Leukemia). The results obtained demonstrate that
the compound in study present a narrow spectrum of action, being active only against
microorganisms classified as Gram positive, moreover, proved to be active against all isolates
producing biofilm when compared to non-producing strains of biofilm. Also showed
remarkable cytotoxic activity, with ICso 4.96 pM. Thus, these results demonstrate an
alternative to the design of a new class of antibacterial and antitumor metallodrugs with
activity.

Keywords: Triazenes. lon gold. Bacterial resistance. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A descoberta e a utilizacdo de fa&rmacos para o tratamento das neoplasias e atividade
antibacteriana é considerada uma das maiores contribui¢Ges para a humanidade, permitindo o
controle e cura dessas doengas (CALIXTO; JUNIOR, 2008). Nos tempos atuais, essas
patologias tém demonstrado elevada resisténcia aos farmacos disponiveis, motivando o
grande interesse na obtencdo de novos farmacos, mais eficientes e direcionados para esses
tratamentos (KUMAR et al., 2014; SIDORYK et al., 2014).

O céncer é uma doenca neoplasica que atinge milhGes de pessoas no mundo, causando
danos devastadores em todas as classes sociais. Com o0 passar dos anos as doengas neoplasicas
tornaram-se um problema de saude publica mundial. Apesar dos avangos na terapia
antineoplasica, para muitos pacientes as opg¢des terapéuticas ainda sdo limitadas (YAP;
WORKMAN, 2012). Estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) apontam gue no
ano de 2030, a carga global sera de 21,4 milhdes de novos casos incidentes de cancer e 13,2
milhdes de mortes no mundo. No Brasil, as estimativas este ano sdo de aproximadamente 576
mil novos casos, sendo que 3,3 % serdo de diagndsticos de leucemias (BRASIL, 2014).

Além dos antineopléasicos, outro grande desafio é o tratamento anti-infeccioso, pois
apesar do grande arsenal de substancias ativas disponiveis, muitas dessas mostram-se
ineficazes tornando a resisténcia bacteriana uma preocupacdo ainda maior (DOMINGUES et
al., 2010). Reforgando a magnitude do problema, recentemente a OMS divulgou estudo no
qual relata que a resisténcia aos antimicrobianos € uma ameaca global a satde publica, pois
estamos nos aproximando de uma era pos-antibidtica em que pessoas morrerdo de simples
infeccBes (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2014). O uso indiscriminado desses
antimicrobianos em terapias empiricas tem sido o grande contribuinte para 0 aumento da
resisténcia (OLIVEIRA et al., 2013). Embora novos farmacos estejam em desenvolvimento,
nenhuma nova classe de antimicrobianos foi descoberta para uso clinico nos ultimos anos
(CHOPRA, 2013).

Devido ao aumento dessas doencas e a caréncia de novas terapias, a necessidade por
medicamentos inovadores torna-se urgente. Os compostos triazenos (TZCs) demonstram ser
uma classe promissora de farmacos potencialmente ativos. Tais compostos caracterizam-se
pelo grupo diazoamina (N=N-N) (MOORE; ROBINSON, 1986), responsavel por suas
propriedades biolégicas (MARCHESI et al., 2007).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0223523414002748
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Compostos TZCs possuem ampla versatilidade farmacologica, tais como atividades
antibacteriana (HORNER et al., 2008; DOMINGUES et al., 2010; OMBAKA; MUGUNA,;
GICHUMBI, 2012; PARAGINSKI et al., 2014), antifungica (OMBAKA; MUGUNA;
GICHUMBI, 2012), antileucémica (MATHESON et al., 2004; DOMINGUES et al., 2010;
BONMASSAR et al., 2013) e de nuclease sintética (DOMINGUES et al., 2010). A associacdo
do radical farmacoférico TZC com ions metélicos que possuem atividade bioldgica como ion
ouro pode produzir moléculas mais ativas e estaveis (SREEDHARA; COWAN, 2001). Além
disso, a toxicidade relativamente baixa da familia do ouro permite o consumo humano de
farmacos com esse elemento (ABDOU et al., 2009; CUl et al., 2012).

1.1 Compostos triazenos

O primeiro composto TZC, 1,3-bis(fenil)-triazeno surgiu no ano de 1859, sintetizado
por Peter Griess (MOORE; ROBINSON, 1986). Esses compostos resultam do acoplamento
de um sal de diazbnio com uma amina aromatica livre. Sdo espécimes pertencentes a familia
dos sistemas nitrogenados de cadeia aberta, que identificam-se por conterem uma cadeia
alifatica constituida de trés 4&tomos de nitrogénio interligados em sequéncia (N=N-N), grupo
diazoamina (Figura 1) (NIFONTOV; BEL’SKAYA; SHTOKAREVA, 1994).

Figura 1 - Representacdo estrutural genérica de um triazeno.
Fonte: Adaptado de FREITAS (2012).

O grupo diazoamina ¢ a fragéo ativa dessas moléculas, responsavel pelas propriedades

bioldgicas (MARCHESI et al., 2007). Seu mecanismo de ac¢do citotoxica ocorre através da
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metilagdo da posicdo O° da base guanina do DNA, mediada pelo fon metildiazonio (CH-
sN*N), um derivado altamente reativo desses compostos. Devido a isso, a guanina perde a
capacidade de se ligar a citosina, gerando um par de bases incorreto, pois a guanina metilada
liga-se preferencialmente a timina, desencadeando uma cascata de sinais intracelulares que
conduzem ao bloqueio do ciclo celular e apoptose (MARCHESI et al., 2007).

Tais compostos tém sido estudados ha mais de um século, devido ao interesse
estrutural e sua potencial aplicacdo biolégica (DOMINGUES et al., 2010). Sendo que a
Dacarbazina® 5-(3,3 dimetil-1triazeno)-imidazol-4carboxiamida (DTIC) (Figura 2), foi o
primeiro TZC a apresentar atividade biolégica comprovada, sendo datada em 1962, por
Shealy e colaboradores (SHEALY; KRAUTH; MONTGOMERY, 1962). A DTIC é
considerada um antineoplasico de referéncia, indicado no tratamento de melanoma maligno
metastatico, além disso, € indicada na doenca de Hodgkin como uma terapia de segunda linha
qguando em combinagdo com outros agentes eficazes (D’INCALCI; SOUTEYRAND, 2001).
Ela é considerada um pro-farmaco, pois exige ativacdo inicial pelo citocromo P-450, atraves
de uma reacao de N-desmetilacdo que ocorre no figado, formando o seu metabolito ativo 5-(3-
Monometil-1-triazeno)-imidazol-4-carboxamida (MTIC) (TSANG et al., 1991).

N CH3
N N

N NH, CH3

o)

Figura 2 - Representacdo da estrutura molecular do agente antineoplasico Dacarbazina®.
Fonte: Adaptado de ADIBI et al. (2013).

Apols a descoberta da DTIC, novas pesquisas foram desencadeadas, levando ao
surgimento de novos compostos TZCs biologicamente ativos, a exemplo do Temozolomida®
(TMZ) 3-metil-4-0x03,4-dihidroimidazol[5,1-d][1,2,3,4,5]tetrazina-8-carboxamina, (Figura
3), um agente antineoplasico derivado da DTIC (FREITAS, 2012). Ao contrario da DTIC,

apos a ingestdo, o TMZ € convertido no seu metabolito ativo, sem necessidade de
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desmetilacdo enzimatica por hidrélise no figado, sendo o medicamento de primeira linha no
tratamento de gliomas de alto grau (PARISI et al., 2014).

CH3
O N
N
N
N NH»
0

Figura 3 - Representacdo da estrutura molecular do agente antineoplasico Temozolomida®.
Fonte: Adaptado de ADIBI et al. (2013).

Os TZCs sdo alvo de muitas pesquisas cientificas uma vez que alterando a sua estrutura
quimica, os derivados podem adquirir diferentes propriedades, entre elas: atividade
antimicrobiana (HORNER et al., 2008; DOMINGUES et al., 2010; OMBAKA; MUGUNA,;
GICHUMBI, 2012; PARAGINSKI et al., 2014), antifingica (OMBAKA; MUGUNA;
GICHUMBI, 2012), mutagénica e carcinogénica (MATHESON et al., 2004; DOMINGUES
et al., 2010; BONMASSAR et al., 2013) e de nuclease sintética (DOMINGUES et al., 2010).
Uma estratégia é complexa-los com ions metalicos, como ouro, platina, cobre, entre outros,
no intuito de aumentar a sua atividade biolégica (SREEDHARA; COWAN, 2001). Segundo
Paraginski e colaboradores (2014), a obtencdo de compostos TZCs contendo ions metalicos,
como ouro (I) pode fornecer potente atividade antibacteriana (PARAGINSKI et al., 2014).

Apesar da necessidade de maior investigacdo na utilizagdo de TZCs nas leucemias e
resisténcia bacteriana, alguns estudos comprovam que eles possuem atividade antineoplésica e
antimicrobiana. Esses possuem atividade relatada desde 1966 frente a Aspergillus flavus,
Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Mycobacterium phlei
(SHEALY et al., 1966). Entre os anos de 2005 e 2007, uma série de compostos TZCs foram

sintetizados, com uma estrutura semelhante aos antibidticos aminoglicosideos, sendo
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evidenciado que estes foram capazes de inibir a traducdo bacteriana (ZHOU et al., 2005;
ZHOU et al., 2006; ZHOU et al., 2007).

Domingues e colaboradores relataram a atividade de alguns compostos TZCs inéditos
frente as células de leucemia mieloide cronica, evidenciando que tanto DTIC quanto trés
compostos TZCs inéditos apresentaram pronunciada atividade citotdxica. Neste mesmo
estudo, foi avaliada a atividade antibacteriana desses compostos, sendo observada elevada
atividade antimicrobiana (DOMINGUES et al., 2010). Horner e colaboradores em estudo
envolvendo quinze TZCs inéditos evidenciaram que doze desses compostos apresentaram
potencial atividade antibacteriana frente as bactérias Gram positivas (GP) e Gram negativas
(GN) (HORNER et al., 2008). Estudos sugerem que 0 mecanismo de ag&o antibacteriana dos
TZCs ocorre devido a atividade quelante a ions metalicos constituintes da parede celular das
bactérias, dificultando sua sintese e conduzindo a morte celular (HORNER et al., 2008;
OMBAKA; MUGUNA; GICHUMBI, 2012).

Em um estudo recente compostos TZCs foram testados in vitro frente as linhagens
celulares cancerosas, incluindo a leucemia mieloide cronica, demonstrando propriedades
antiproliferativas, sugerindo investigagdes mais profundas quanto ao seu potencial
antitumoral (ADIBI et al., 2013). Segundo Bonmassar e colaboradores, os compostos TZCs
apresentam grande potencial frente as células de pacientes leucémicos (BONMASSAR et al.,
2013).

1.2 Tonouro

O ouro foi um dos primeiros metais a serem descobertos pela humanidade, sendo
considerado até hoje o mais nobre dos elementos quimicos, desempenhando um papel
importante na medicina desde os tempos antigos (BERTRAND; CASINI, 2014). Os primeiros
estudos utilizando esse elemento surgiram no final do século XI1X por Robert Koch, quando
este observou os efeitos bacteriostaticos do cianeto de ouro frente ao bacilo da tuberculose
(SUTTON, 1986). Ja Forestier em 1935, relatou um estudo de seis anos, no qual foi possivel
observar que sais de ouro foram capazes de retardar a evolucdo da artrite reumatoide
(FORESTIER, 1935). Em um grande estudo realizado em 1960, utilizando duzentos pacientes
com essa doenca, foi observado que a terapia com esse ion, proporcionou melhorias nas
condigdes clinicas (HART; FANING, 1960).
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Atualmente compostos dessa natureza sdo uma alternativa para o tratamento da artrite
reumatoide, visando reduzir a inflamag&o e a progressao da doenca. Dentre os medicamentos
antirreumaticos contendo ion ouro, o complexo lipofilico conhecido como Auranofina® é de
fundamental importancia, uma vez que pode ser administrado por via oral (SILVA et al.,
2003). Na década de 80, estudos observaram que a Auranofina® foi capaz de aumentar o
periodo de vida de ratos portadores de leucemia (SIMON et al., 1981; MIRABELLI et al.,
1985). Compostos organometalicos de ouro ocupam um lugar importante na quimica
medicinal, sendo essas pesquisas determinantes para desencadear um enorme interesse na
comunidade cientifica, por novos complexos desse metal, visando a sua aplicacdo na terapia
antitumoral (BERTRAND; CASINI, 2014), artrite reumatoide, doencgas virais e parasitarias
(PRICE; FILIPOVSKA, 2011).

A exploracdo do potencial antitumoral desses compostos é um fendmeno
relativamente recente. Na prética clinica as drogas ligadas ao ion ouro tém sido especialmente
estudadas em sistemas de células cultivadas, nas quais € possivel avaliar o seu potencial
citotoxico (GOUVEA et al., 2012; BERTRAND; CASINI, 2014).

Além da atividade antitumoral, estudos utilizando o ion ouro tém sido investigados
frente a varios microrganismos. Pesquisadores relatam promissoras propriedades
antibacterianas de diferentes compostos contendo esse metal (FIORI et al., 2011; CUI et al.,
2012). Em um estudo utilizando nanoparticulas de ouro frente as bactérias GN
multirresistentes, foi possivel observar que estas exercem atividade antibacteriana, alterando o
potencial de membrana e diminuindo a sintese de adenosina trifosfato (ATP), causando um
declinio geral no metabolismo bacteriano (CUI et al., 2012).

Apesar de sua utilizacdo na clinica ainda ser limitada, compostos contendo esse ion
sdo uma classe de metalofarmacos com alto potencial bioldgico, sendo que evidéncias
experimentais sugerem que os efeitos antiproliferativos ocorrem a partir de mecanismos de
acao inovadores (BERTRAND; CASINI, 2014). Como exemplo podemos citar a inibicdo da
enzima tioredoxina redutase, a qual € fundamental para sobrevivéncia celular (BINDOLI et
al., 2009). A toxicidade relativamente baixa da familia do ouro permite o consumo humano de
farmacos contendo esse elemento (ABDOU et al., 2009), além disso, uma descoberta
surpreendente mostrou gque nanoparticulas com esse metal, ndo induzem qualquer processo

relacionado com a formagédo de radicais livres (CUI et al., 2012).
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1.3 Cancer e aspectos relevantes sobre as leucemias

O céancer é um conjunto de doencas neoplasicas, tendo em comum 0 crescimento
desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgdos. As neoplasias sdo responsaveis pela
morte de uma a cada oito pessoas no mundo. As principais causas de seu desenvolvimento
estdo relacionadas com fatores externos (tabaco, microrganismos, produtos quimicos e
radiacdo) e fatores internos (mutacdes hereditarias, hormoénios, condi¢bes imunologicas e
mutacdes decorrentes do metabolismo) (BRASIL, 2014).

O tratamento pode ser realizado por meio de cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
terapia hormonal, terapia bioldgica, transplante de medula 0ssea, entre outras (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2014). Apesar dos avancos na terapia antineoplasica, para muitos
pacientes as opcdes terapéuticas ainda sdo limitadas (YAP; WORKMAN, 2012), sendo que
grande parte dos farmacos ndo possui especificidade, causando lesdes irreparaveis nas células
normais (BRUTON; LAZO; PARKER, 2007; HOELDER; CLARKE; WORKMAN, 2012).

Dentre as neoplasias, a leucemia é um tipo de cancer que acomete os leucdcitos,
desenvolvidos dentro da medula dssea e responsaveis por grande parte do sistema
imunolégico. Essa neoplasia é caracterizada pela proliferagdo descontrolada de células do
sistema hematopoiético (HAMERSCHLAK, 2012). Estimativas indicam a ocorréncia de 9370
casos de leucemia no Brasil, neste ano, sendo 5050 casos em homens e 4320 em mulheres.
Esses valores correspondem a um risco estimado de 5,20 casos novos para cada 100 mil
homens e 4,24 para cada 100 mil mulheres (BRASIL, 2014).

A leucemia se subdivide em dois grandes grupos, a primeira divisdo estd em suas
formas agudas e cronicas. A leucemia aguda se caracteriza por um aumento rapido nos
nameros de células imaturas do sangue, fazendo com que a medula 6ssea seja incapaz de
reproduzir células sanguineas saudaveis. Ja a sua forma cronica caracteriza-se pelo aumento
excessivo no numero de células maduras anormais da série branca do sangue, esse aumento de
células ndo impede a producdo de celulas normais, levando meses ou até anos para a
progressdo da doenca (ABRALE, 2011; BRASIL, 2014;).

A segunda diviséo diz respeito ao tipo de célula afetado pelas alteragdes, sendo assim
caracterizada como do tipo linfoide, quando surge nos linfoblastos ou mieloide, quando tem
origem nas células granulociticas e monociticas (ABRALE, 2011; BRASIL, 2014). Assim as
leucemias sé@o classificadas em leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia linfoide cronica

(LLC), leucemia mieloide aguda (LMA) e leucemia mieloide cronica (LMC)
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(HAMERSCHLAK, 2012; BRASIL, 2014).

Dentre as leucemias, a LMC foi a primeira doenca neoplésica em que se caracterizou
uma alteracdo genética adquirida, chamado de cromossomo Philadelphia (Ph). Essa alteracéo
decorre da translocagdo reciproca e equilibrada entre os bracos longos dos cromossomos 9 e 22,
t(9;22)(q34; q11.2), resultando no gene anormal BCR-ABL (GORA-TYBOR; ROBAK, 2008;
CHAUFFAILLE; BANDEIRA; SILVA, 2014). Esse oncogene codifica a producdo de uma
proteina quimeérica com atividade de tirosino quinase elevada, a qual esté diretamente relacionada
com a patogénese da LMC (GORA-TYBOR; ROBAK, 2008). Essa atinge principalmente
adultos, diferindo da LMA, que acomete todas as faixas etarias. J4 a LLA é mais comum em
criancas e adolescentes, enquanto a LLC geralmente afeta adultos com idade acima de 50
anos e praticamente ndo ocorre em criancas (HAMERSCHLAK, 2012).

Normalmente o diagnostico das leucemias é realizado atraves da clinica do paciente,
sendo 0s principais sinais e sintomas clinicos a astenia, palidez, infec¢des, dores nos 0ssos,
febre e hemorragias. Outros parametros de diagnostico séo a analise microscopica do sangue e
medula 6ssea, imunofenotipagem, citogenética e biologia molecular (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2014).

1.4 Resisténcia bacteriana

A descoberta dos antibioticos revolucionou a histéria da medicina em varios aspectos.
Desde entdo, estes farmacos tém contribuido para diminuir o nimero de mortes por infecces
bacterianas em todo o mundo (SILVER, 2011; CHOPRA, 2013). A penicilina foi o primeiro
antibidtico para uso clinico, descoberto em 1928 por Alexandre Fleming, bi6logo e
farmacologista escocés. No entanto, em 1940, Abraham e Chain, um ano antes da primeira
publicacdo sobre o uso clinico da penicilina, demonstraram em extratos de Escherichia coli
uma enzima capaz de destruir a acdo da penicilina, a qual denominaram penicilinase
(DAVIES; DAVIES, 2010).

Apbs o surgimento da penicilina, foram desenvolvidas novas classes de
antimicrobianos, como aminoglicosideos (1944), tetraciclinas (1945), cefalosporinas (1948),
macrolideos (1949), glicopeptideos (1956), quinolonas (1961) e carbapenémicos (1976)
durante a chamada “era de ouro” da descoberta de fArmacos antibacterianos (SILVER, 2011).

Infelizmente, a introducdo destes agentes antimicrobianos na pratica clinica sempre foi
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acompanhada pelo rapido aparecimento de estirpes bacterianas resistentes, que ameacam
todas as &reas da pratica médica, pondo em risco a salde, aumentando a mortalidade e
conferindo elevados custos a sociedade (LEUNG et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013).

Ao longo dos anos, inumeros estudos tem demonstrado que o0 aumento do consumo de
antibiodticos contribui para o surgimento da resisténcia antimicrobiana. Alguns exemplos de
ligacdo entre o uso de antibidticos e desenvolvimento de resisténcia sdo o aumento de cepas
de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e Enterococcus sp. vancomicina .
resistente (VRE). O aparecimento inicial do MRSA foi em 1960, enquanto que 0s primeiros
isolados de VRE ocorreram ha cerca de 20 anos (ALLEN et al., 2010).

Patogenos multirresistentes, incluindo bactérias GP e GN, estdo espalhando-se numa
velocidade exacerbada, preocupando os profissionais da saiude (BRASIL, 2010). Algumas
bactérias GN, em especial E. coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter spp. desenvolveram resisténcia a maioria ou a todos os antibiéticos disponiveis
(THEURETZBACHER, 2013). Um estudo realizado na Africa entre 1955 e 2008 demonstrou
que as taxas de resisténcia sdo alarmantes para quase todos os patdégenos (VLIEGHE et al.,
2009). O biofilme bacteriano esta entre os principais fatores de viruléncia desenvolvidos pelas
bactérias, comumente associado as infec¢des cronicas, pois resistem aos sistemas de defesa do
hospedeiro, bem como, apresentam maior tolerancia aos antibiéticos e desinfetantes quimicos
(HQIBY et al., 2010).

A resisténcia aos antibioticos foi evoluindo como uma resposta natural das bactérias a
exposicao a estes farmacos, e pode ser definida pela capacidade de resistir as concentracdes
clinicas recomendadas. E dividida em resisténcia intrinseca e adquirida (HAWKEY, 1998;
PINA, 2012).

A resisténcia intrinseca ocorre naturalmente e € uma caracteristica de toda a espécie.
Ja a resisténcia adquirida ocorre através de mutagdes espontaneas, que surgem naturalmente
durante o crescimento bacteriano e/ou aquisicdo de &cido desoxirribonucleico (DNA)
exogeno, por transferéncia de genes de organismos resistentes para 0s sensiveis. Sendo por
iSsO a mais preocupante, devido & possibilidade de disseminagdo dos genes de resisténcia.
Além disso, existem quatro mecanismos que conferem essas resisténcias, sendo eles: alteracdo
da permeabilidade da membrana externa, alteragdes do sitio de acdo do antimicrobiano,
bomba de efluxo e mecanismo enziméatico (HAWKEY, 1998; PINA, 2012).

Estudo recente da OMS analisou dados de 114 paises e relatou que a resisténcia
bacteriana frente aos antibioticos estd ocorrendo em todo o mundo, incluindo no Brasil. Esse

fato se torna uma ameaca global a satde publica, a passos curtos para uma era pos-antibiotica
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em que pessoas morrerdo de simples infeccBes. No entanto, novos antibidticos devem ser
desenvolvidos, enquanto governos e individuos devem tomar medidas para cercear 0 processo
de resisténcia das bactérias (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2014). Se novas
classes de antimicrobianos ndo forem descobertos, ha uma grande possibilidade de voltarmos
a era pré-antibidtica (CHOPRA, 2013).



2 JUSTIFICATIVA

Considerando o aumento das doencas neoplésicas e a dificuldade no seu tratamento,
além da crescente resisténcia bacteriana aos antimicrobianos existentes, torna-se necessario a
busca por novos compostos com capacidade mais seletiva e eficaz para essas doencas. Devido
as diversas propriedades demonstradas pelos TZCs, bem como pelos complexos
organometalicos, nosso grupo de pesquisa tem investido na sintese e avaliacdo da atividade
bioldgica de compostos TZCs complexados com ions metalicos, no intuito de descobrir novas

moléculas potencialmente ativas para uso clinico.



3 OBJETIVOS

Para a realizacdo deste trabalho foram executadas diversas atividades e avaliagdes.

Este capitulo esta dividido nos seguintes itens: objetivo geral e objetivos especificos.

3.1 Objetivo principal

Avaliar a atividade antibacteriana e citotoxica in vitro de um composto TZC

complexado com ion ouro no estado de oxidacdo I, sintetizado e caracterizado pelo Ndcleo de

Investigacdo de Triazenos e Complexos (NITriCo) da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM).

3.2 Objetivos especificos

Determinar a atividade antibacteriana in vitro do complexo {(1-(2-bromofenil)-3-(2-
nitrofenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l)} frente a diferentes cepas bacterianas
padrao referéncia American Type Culture Collection (ATCC) e isolados clinicos com
resisténcia a maltiplas drogas (RMD), provenientes de pacientes atendidos no Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM);

Avaliar a atividade antibacteriana in vitro do complexo {(1-(2-bromofenil)-3-(2-
nitrofenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l)} frente a isolados bacterianos de
Staphylococcus coagulase negativa (SCoN) identificados como produtores de biofilme,
obtidos de uma pesquisa que investigou a contaminagdo em concentrados plaquetarios;
Verificar os efeitos antiproliferativos in vitro do complexo {(1-(2-bromofenil)-3-(2-
nitrofenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l)}frente as células da linhagem padrdo K562
de LMC, utilizando o ensaio colorimétrico baseado na reducdo do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT).



4 PUBLICACOES CIENTIFICAS

Para a apresentacdo dos resultados da dissertacdo de mestrado, optou-se pelo formato
de publicacBes cientificas, o que é permitido institucionalmente, conforme o Manual de
Estrutura de Apresentacdo de Monografias, DissertacGes e Teses (MDT) (UNIVERSIDADE
FEDERAL DE SANTA MARIA, 2012). Considerando os aspectos estruturais de uma
dissertagéo, seréo apresentados um artigo e um manuscrito que foram elaborados a partir dos
resultados da pesquisa como requisito para concluséo do Curso de Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas.

O Artigo, intitulado “Atividade antibacteriana de um composto triazenido com
ouro frente a cepas bacterianas e isolados clinicos”, foi aceito para publicacdo na Revista
Cubana de Farmécia (ISSN: 0034-7515) em 7 de marco de 2014.

O Manuscrito, intitulado “Sintese e avaliacdo da atividade bioldgica de um
composto triazeno complexado com ion ouro (I) frente as células de leucemia mieloide
crbnica e microrganismos produtores de biofilme”, foi redigido de acordo com as normas
de publicagdo do periddico Biometals (ISSN: 0966-0844). ApoOs apreciacdo da banca
examinadora, 0 manuscrito sera finalizado, traduzido para o idioma exigido (inglés) e

submetido para avaliacdo dos editores e revisores do periddico.
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RESUMO: Introdugéo: De uma forma alarmante, estudos demonstraram que nos Gltimos
anos ocorreu um grande aumento na resisténcia bacteriana frente aos antibidticos.
Consequentemente, ha uma grande necessidade de descoberta de novas substancias ativas, e
entre essas, 0s compostos Triazenos (TZCs) vém afirmando-se como uma classe promissora
de metalofarmacos, com significativa atividade antimicrobiana. Além do mais, a associagao
do radical farmacoférico TZC com metais, como o ouro, favorece a producdo de moléculas
com maior atividade biologica. Objetivo: Avaliar a atividade antibacteriana in vitro do
composto TZC inédito complexado com ouro no estado de oxidacao | {(1-(2-bromofenil)-3-
(2-nitrofenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l)}, frente a cepas bacterianas padrdes de
referéncia American Type Culture Collection (ATCC) e isolados clinicos com resisténcia a
maultiplas drogas (RMD). Métodos: A atividade antibacteriana do composto TZC foi
determinada através do método de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), baseado no
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) de 2012. A CIM foi caracterizada
visualmente, como a menor concentragdo que inibiu completamente o crescimento dos
microrganismos nos pocos de diluicdo. Resultados: O composto em estudo apresentou
pronunciada atividade antibacteriana, sendo ativo em 43,4% (10/23) das bactérias testadas,
mostrando-se seletivo frente a cepas Gram positivas (GP). Conclusdo: O complexo TZC
apresentou estreito espectro de acdo, sendo ativo somente frente aos microrganismos
classificados como GP, demonstrando assim uma alternativa para a concepgédo de uma nova
classe de metalofarmacos com atividade antibacteriana.

Palavras-chave: Triazenos, Atividade Antibacteriana, Ouro, Resisténcia.

RESUMEN: Introduccion: En una manera alarmante, los estudios han demostrado que en
los ultimos afios hubo un gran aumento de la resistencia bacteriana a los antibioticos. Por
consiguiente, hay una gran necesidad para el descubrimiento de nuevas sustancias activas, y
entre estos, los compuestos triazenos (TZCs) se muestran como una clase prometedora de
metallodrugs con actividad antimicrobiana significativa. Por otra parte, la asociacion de TZC
farmacoforo radical con metales como el oro favoreciendo la produccién de moléculas con
actividad bioldgica superior. Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del
compuesto sin precedentes TZC complejado con oro en el estado en que la oxidacion I {(1-(2-
bromofenil)-3-(2-nitrofenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l)}, en contra de las cepas de las
normas bacterianas cepas de referencia American Type Culture Collection (ATCC) y aislados
clinicos con resistencia maultiple a los medicamentos (RMD). Métodos: La actividad

antibacteriana de la TZC compuesto se determind por el método de la Concentracion
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Inhibitoria Minima (MIC), sobre la base de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), de
2012. EI MIC se caracteriza visualmente como la menor concentracion que inhibio
completamente el crecimiento de microorganismos en los pocillos de dilucion. Resultados:
El compuesto de ensayo mostré actividad antibacteriana pronunciado, siendo activo en 43,4%
(10/23) de las bacterias ensayadas, siendo selectiva contra las cepas Gram positivos (GP).
Conclusion: EI complejo TZC mostro estrecho espectro de accion, siendo activo solo frente a
los microorganismos clasificados como GP, demostrando una alternativa para el concepcion
de una nueva clase de metallodrugs con actividad antibacteriana.

Palabras clave: Triazenos, Actividad antibacteriana, Oro, Resistencia.

INTRODUCAO

O uso indiscriminado de antimicrobianos em terapias empiricas tem sido o grande
contribuinte para 0 aumento da resisténcia bacteriana, diminuindo assim o arsenal de drogas
disponiveis." Embora novos farmacos encontrem-se em desenvolvimento, de acordo com a
literatura nenhuma nova classe de antimicrobianos foi descoberta nos Gltimos anos.” A busca
por novos farmacos tem sido uma importante meta da quimica medicinal, principalmente por
farmacos inovadores, que possam ser mais eficientes para o tratamento das infec¢cdes, com
novos mecanismos de acdo e que ndo sejam reconhecidos pelas bactérias.> Em razéo disso, os
compostos triazenos (TCZs) sdo descritos como uma classe de substancias quimicas com
promissora atividade antibacteriana.*®

Os TCZs constituem uma classe de compostos caracterizados pela presenca do grupo
triazenidico, que contém uma cadeia alifatica com trés atomos de nitrogénio interligados em
sequéncia (N=N-N).> Compostos desta classe sdo capazes de interagir com a molécula de
Acido Desoxirribonucléico (DNA), conferindo diferentes propriedades bioldgicas ja
comprovadas, tais como antibacterianas, antifungicas, antiprotozoarias, citotoxicas e de
nuclease quimica através da clivagem do DNA.*®7 Além do mais, possuem atividade
antimicrobiana relatada desde 1966 contra Aspergillus flavus, Candida albicans,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Mycobacterium phlei.?

Ao associar o radical farmacoférico TZC com metais que possuem atividade bioldgica

como o ouro, pode-se ampliar a atividade biolégica, na medida em que muitas metalodrogas
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imitam a fungdo bioldgica das enzimas humanas clivando, dessa forma, o0 DNA sob condi¢des
fisioldgicas.’

Em vista disso, nosso grupo de pesquisa realizou um estudo in vitro, avaliando a
atividade antibacteriana de um composto TZC inédito complexado com ouro, frente a cepas
American Type Culture Collection (ATCC) e isolados clinicos com resisténcia a maltiplas
drogas (RMD), obtidos do Laboratério de Microbiologia do Hospital Universitario de Santa
Maria (HUSM), Santa Maria, Rio Grande do Sul.

METODOS

a) Complexo triazeno

O composto triazeno complexado com ouro no estado de oxidacdo | {(1-(2-
bromofenil)-3-(2-nitrofenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l)} (Figural), foi previamente
sintetizado e caracterizado no Nucleo de Investigacdo de Triazenos e Complexos (NITriCo)
da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Figura 1 -  Projecdo  estrutural do  complexo  {[1-(2-bromofenil)-3-(2-
nitrofenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro (1).
Fonte: Tese Aline Locatelli 2012 UFSM
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b) Avaliacéo in vitro da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana in vitro do composto TZC foi avaliada frente a 12 cepas
bacterianas ATCC, sendo elas Gram negativas (GN): Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27859, Salmonella
Typhimurium ATCC 14028. Gram positivas (GP): Bacillus cereus ATCC 14579,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, E. faecalis ATCC 51299, Micrococcus luteus ATCC
7468, S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC
12228, Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305.

Também foram avaliados 11 isolados clinicos RMD, obtidos no Laboratério de
Microbiologia do HUSM, sendo eles, GN: Acinetobacter baumannii RMD 34, A. baumannii
RMD 47, E. coli RMD 329, K. pneumoniae RMD 806, K. pneumoniae RMD 983 e P.
aeruginosa RMD 64. GP: S. aureus RMD 27, S. aureus RMD 28, S. aureus RMD 31, S.
epidermidis RMD 27, S. epidermidis RMD 102.

c¢) Determinacédo da concentracao inibitéria minima (CIM)

A ativacdo das bactérias desse estudo foi realizada utilizando o meio agar de soja e
tripticaseina (TSA), por 24 horas (h) a 35 £ 2 °C. A atividade antibacteriana do composto
TZC foi determinada através do método de microdiluicdo em caldo, baseado no Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) de 2012.° O composto estudado foi diluido em etanol
e agua (1:1) na concentracdo 2560 microgramas por mililitro (ug/ml) e apds foram realizadas
sucessivas dilui¢cdes nas concentracdes de 128 pg/mL a 0,25 pg/mL. As placas contendo os
microrganismos e o composto foram incubados a 35 + 2 °C por 24 h. A Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) foi determinada visualmente, como a menor concentracdo que inibiu
completamente o crescimento dos microrganismos nos pocos de diluicdo. Cada ensaio foi

realizado em triplicata.

d) Conceitos éticos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), sob o nimero Certificado de Apresentacéo
para Apreciacio Etica (CAAE): 0169.0.243.000-08.
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RESULTADOS

Dentre o total de cepas e isolados bacterianos testados, 10 de 23 (43,48 %)
apresentaram valores significativos de CIM, apenas em bactérias GP (Tabela 1). Analisando
o0s resultados obtidos para o género Staphylococcus, 7 das 9 cepas (77,78 %) apresentaram
atividade antimicrobiana, sendo que o melhor potencial antibacteriano do composto em
estudo foi evidenciado frente ao isolado RMD de S. aureus 27 com valor de CIM de 16
pg/mL.

A cepa de E. faecalis ATCC 29212, apresentou pronunciada atividade, possuindo uma
CIM de 32 pg/mL. O composto mostrou concordancia frente as trés cepas de S. epidermidis,
tendo valor de CIM de 64 pg/mL, sendo uma ATCC e duas RMD. O composto também foi
capaz de inibir o crescimento das cepas de B. cereus ATCC 14579, E. faecalis ATCC 51299,
S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 29213, S. saprophyticus ATCC 15305, com valor de
CIM de 64 pg/mL. Para os demais, 0 composto obteve valores de CIM > 128 pg/mL.

Tabela 1 - Perfil de atividade antibacteriana do composto {[1-(2-bromofenil)-3-(2-
nitrofenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro (I) , frente as cepas ATCC e isolados bacterianos
RMD.

Cepas ATCC e Isolados Bacterianos RMD CIM (ug/mL)
Enterococcus faecalis ATCC 51299 64
Enterococcus faecalis ATCC 29212 32
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 64
Staphylococcus aureus ATCC 25923 64
Staphylococcus aureus ATCC 29213 64
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 64
Bacillus cereus ATCC 14579 64
Staphylococcus aureus RDM 27 16
Staphylococcus epidermidis RDM 27 64

Staphylococcus epidermidis RDM 102 64
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DISCUSSAO

O composto TZC em estudo demonstrou estreito espectro de acgdo, entretanto,
apresentou pronunciada atividade antibacteriana frente a bactérias GP, em cepas ATCC e
isolados RMD, registrando valores de CIM entre 16 - 64 pg/mL. Esses resultados podem ser
explicados devido a diferenca na estrutura da parede celular das bactérias GP, as quais
possuem uma estrutura celular menos complexa, composta de espessa camada de
peptideoglicano. Como as bactérias GP necessitam do peptideoglicano para sua protecédo e
manutencdo da pressdo osmética, os resultados podem estar relacionados com a inibicdo da
sintese do mesmo, conduzindo assim & morte celular.!! Barreiro e colaboradores relatam que o
metal ouro age inibindo a proliferacdo bacteriana, ocasionando o bloqueio da citocinese
celular.*?

O composto em estudo mostrou-se mais efetivo frente o isolado clinico designado
como S. aureus RMD 27. Resultados relevantes, visto que esse isolado trata-se de um S.
aureus resistente a meticilina (MRSA), gene mecA positivo e que apresentou sensibilidade
somente a daptomicina, linezolida e vancomicina, antimicrobianos de uso intravenoso. Sem
duvida, esse é o patdgeno mais importante entre os Staphylococcus, caracterizado como
causador de uma variedade de processos infecciosos, que incluem desde infecgdes cutaneas
benignas até doencas potencialmente fatais.** Em um estudo realizado com a finalidade de
comparacdo de compostos analogos com prata e ouro evidenciou-se que o ouro, geralmente
apresenta melhor atividade do que os analogos da prata, principalmente frente ao S. aureus.*
Além disso, outra pesquisa também efetuada em 2012, utilizando o metal ouro complexado
com rimantadina, demonstrou a capacidade desse composto em inibir o S. aureus, relatando
valores de CIM entre 6.25 - 100 pg/mL.*

Em relacdo a espécie de S. epidermidis o composto apresentou-se eficaz frente a todas
as cepas e isolados testados, tendo extrema relevancia, uma vez que os isolados
multirresistentes foram oriundos da corrente sanguinea de pacientes internados no HUSM.
Esses isolados tratavam-se de S. epidermidis meticilina resistente, genes mecA e icaD
positivos. Além disso, apresentou sensibilidade apenas a vancomicina, clindamicina,
tigeciclina e teicoplamina. Resultados semelhantes foram encontrados por Horner e
colaboradores, que estudaram 15 compostos TZC e um deles apresentou resultado semelhante
ao encontrado em nossa andlise, demonstrando eficicia frente a dois isolados de S.

epidermidis RMD.* Roymahapatra e colaboradores, em sua pesquisa com complexos de ouro
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com pirazina, evidenciaram que esses compostos quando associados ao ouro, sdo capazes de
inibir a formagao de biofilme em bactérias GP, em razdo da possibilidade de um aumento na
permeabilidade da membrana celular bacteriana.™

Em relacdo a atividade frente ao B. cereus, dados semelhantes ao nosso foram
reportados em uma pesquisa realizada em 2010, no qual averiguaram compostos TZC e
destacaram uma melhor atividade antibacteriana frente a cepa de B. cereus, com CIM de 32
ng/mL.” Esse microrganismo tem sua patogenicidade relacionada as infecgdes alimentares, ou
até mesmo infecces cutaneas acompanhadas de bacteremia, septicemia entre outras.™

O género Enterococcus também se mostrou susceptivel ao composto TZC do nosso
estudo, dentre duas cepas de E. faecalis testadas, ambas apresentaram valores significativos
de atividade antimicrobiana, sendo que uma delas com CIM de 32 pug/mL. Esses resultados
sdo de extrema importancia, pois as bactérias testadas tratam-se de Enterococcus sp.
vancomicina resistente (VRE), importante patégeno que vem sendo isolado com elevada
frequéncia nos hospitais. Pesquisas demonstram a alta incidéncia de isolamento de bactérias
caracterizadas como VRE, uma analise realizada no Hospital Universitario de Uberaba, em
Minas Gerais, constatou que as duas cepas de E. faecalis isoladas expressaram alto nivel de
resisténcia a vancomicina, com CIM > 256 pg/mL.*" Nossos resultados sdo semelhantes ao
estudo efetuado por Yeo e colaboradores em 2013, no qual relataram que trés dos compostos
trifenilfosfina ouro, foram capazes de inibir a cepa de E. faecalis testada.™

Sugere-se que compostos TZCs, como o desse estudo, atuam como quelantes, inibindo

411 a clivando o DNA.® conduzindo assim a morte celular. Além

etapas da sintese bacteriana
disso, a toxicidade relativamente baixa da familia do ouro permite que farmacos com esse

elemento sejam utilizados para consumo humano. *®

CONCLUSAO

O composto TZC complexado com o metal ouro mostrou-se seletivo e com espectro
de acéo reduzido, sendo ativo frente a cepas e isolados GP, demonstrando ser uma alternativa
na concepgdo para nova classe de metalofarmacos com atividade antibacteriana. Entretanto,
estudos complementares devem ser realizados, para a avaliagdo de outros parametros

bioldgicos, bem como a sua toxicidade e a eficacia terapéutica.
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RESUMO

O aprimoramento da terapia antileucémia, bem como o tratamento de infeccdes
ocasionadas por patdgenos multirresistentes representa um dos grandes desafios na area da
salde. Embora haja um grande arsenal de farmacos disponiveis, muitos desses mostram-se
ineficazes. Em razdo disso, a descoberta de novas substancias ativas, capazes de desempenhar
uma acdo inovadora e direcionada constitui uma necessidade nos dias atuais. Notoriamente,
os triazenos (TZCs) vém consolidando-se como uma promissora classe de compostos,
caracterizada pela expressiva atividade bioldgica, especialmente  propriedades
antiproliferativas e antimicrobianas. Compostos desta classe identificam-se por conterem uma
cadeia alifatica constituida de trés atomos de nitrogénio interligados em sequéncia (N=N-N),
responsavel pelas propriedades bioldgicas. Além disso, tais compostos possuem ampla
versatilidade quimica, podendo ser coordenados a diferentes ions metalicos, o que pode
resultar em complexos altamente ativos. Em virtude disso, este estudo teve como objetivo a
sintese e caracterizacdo de um complexo triazenido de ouro (I), bem como a avaliacéo in vitro
da atividade antiproliferativa frente a linhagem celular K562 (Leucemia Mieloide Cronica) e
da atividade antibacteriana frente a isolados bacterianos de Staphylococcus coagulase
negativa (SCoN) identificados como produtores de biofilme. O composto mostrou-se ativo
frente a todos os isolados produtores de biofilme, demonstrando uma consideravel atividade
antibacteriana. Também apresentou notavel atividade citotoxica (ICso = 4.96 uM). Assim,
estes resultados indicam que a coordenacdo de pré-ligantes TZCs a metais de transicdo como
0 ion ouro pode representar uma alternativa na concep¢do de novos metalofarmacos com
propriedades antitumorais e antibacterianas. E do nosso conhecimento que este estudo
representa o primeiro relato da atividade de um TZC complexado com ion ouro no estado de

oxidacéo (1) frente a microrganismos produtores de biofilme e células K562.

Palavras - chave: Triazenos, fon ouro, Leucemia mieloide crénica, Atividade antibacteriana.
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INTRODUCAO

A leucemia mieloide crénica (LMC) é uma neoplasia hematoldgica caracterizada pela
excessiva proliferacdo mieloide e pela presenca de uma anormalidade citogenética conhecida
como cromossomo Philadelphia (Ph), estando presente em 90 % das LMCs, 20 % das
leucemias linfociticas agudas (LLAS) em adultos, 5 % das LLAs pediatricas e 1 % das
leucemias mieloides agudas (LMAs) (Heim and Mitelman 2009). Essa alteracdo decorre da
translocacdo reciproca e equilibrada entre os bragos longos dos cromossomos 9 e 22,
(9;22)(q34; ql11.2), resultando no gene anormal BCR-ABL (Gora-Tybor and Robak 2008;
Chauffaille et al. 2014). Esse oncogene codifica a producdo de uma proteina quimérica com
atividade de tirosino quinase elevada, a qual esta diretamente relacionada com a patogénese
da LMC (Gora-Tybor and Robak 2008).

Um grande avango no tratamento da LMC foi conquistado com o surgimento dos
inibidores seletivos de tirosino quinase, como Mesilato de Imatinibe (Glivec®) e seus
derivados. Apesar dos bons resultados obtidos por estes farmacos, a auséncia de resposta da
doenca ao tratamento que ocorre quando as células neoplasicas desenvolvem mecanismos de
resisténcia, representa um problema impactante no desfecho desta doenca (Yun et al. 2014;
Wang et al. 2015).

Similarmente, a terapia antimicrobiana constitui-se num desafio, devido a facilidade
com que as bactérias adquirem os genes de resisténcia transmitidos por elementos genéticos
moveis (Brown-Jaque et al. 2015). A formacédo de biofilme esta entre os principais fatores de
viruléncia desenvolvidos pelas bactérias. O biofilme esta comumente associado as infecgdes
crbnicas, pois resistem aos sistemas de defesa do hospedeiro e apresentam maior tolerancia
aos antibioticos e desinfetantes quimicos (Hgiby et al. 2010).

Os compostos triazenos (TZCs) caracterizam-se pelo grupo diazoamina (N=N-N)
(Moore and Robinson 1986), responsavel por suas propriedades biologicas (Marchesi et al.
2007). Apresentam ampla versatilidade farmacoldgica, tais como atividades antibacteriana
(Horner et al. 2008; Domingues et al. 2010; Ombaka et al. 2012), antifingica (Ombaka et al.
2012), antileucémica (Matheson et al. 2004; Domingues et al. 2010; Bonmassar et al. 2013) e
de nuclease sintética (Domingues et al. 2010). Dacarbazina® e Temozolomida® sdo
exemplos de compostos TZCs amplamente utilizados no tratamento clinico de diversas
neoplasias (Bonmassar et al. 2013).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147619X15000116
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A associacdo do radical farmacoférico TZC com ions metdlicos que possuem
atividade bioldgica como ion ouro pode produzir moléculas mais ativas e estaveis
(SREEDHARA; COWAN, 2001). Dessa forma, o objetivo desse estudo foi a sintese e
caracterizacdo de um composto triazenido complexado com ion ouro (I), bem como a
avaliacdo da atividade antiproliferativa e antibacteriana in vitro, frente a linhagem celular
K562 (LMC) e isolados bacterianos de Staphylococcus coagulase negativa (SCoN),

identificados como produtores de biofilme.

MATERIAL E METODOS

a) Composto triazenido de ouro (1)

O composto triazenidico de ouro no estado de oxidacdo | {(1-(2-bromofenil)-3-(2-
nitrofenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l)} (Figura 1), foi previamente sintetizado e
caracterizado quimicamente no Nucleo de Investigacdo de Triazenos e Complexos (NITriCo)
da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Para a sintese do complexo dissolveu-se 0,10 gramas (g) do pré-ligante triazeno 1-(2-
bromofenil)-3-(2-nitrofenil)triazeno em uma mistura de 20,0 mL de metanol e
tetrahidrofurano (1:1). Em seguida, desprotonou-se o pré-ligante com aproximadamente 5
gotas de solucdo alcalina de metdxido de potassio (1,0 g de hidréxido de potassio em 10,0 mL
de metanol). Posteriormente, adicionou-se ao pré-ligante desprotonado 0,168 g (0,361 mmol)
de cloreto de trifenilfosfina de ouro (1). Observou-se a alteragdo da cor do meio reacional com
formagéo de precipitado, o qual foi dissolvido com adi¢do de 15,0 mL de piridina. Cristais
alaranjados, aptos para a difracdo de Raios-X, foram obtidos apos 48 horas (h), pela
evaporacéo lenta dos solventes da solucéo.

Analises: Temperatura de fusdo 140 °C; Analise Elementar % C3oH,3N4,O,PCIAU.
Calculado: C 49,03/ H 3,15/ N 7,62; Experimental: C 49,42/ H 2,98/ N 7,67
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NO Br

Figura 1 - Estrutura do complexo triazenidico de ouro (I): {[1-(2-bromofenil)-3-(2-
nitrofenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l)}.

b) Atividade antiproliferativa in vitro

Cultura de células

A linhagem celular padrdo K562 de Leucemia Mieloide Crénica foi adquirida
comercialmente do Banco de Células do Rio de Janeiro — BCRJ, Associacdo Técnico
Cientifica Paul Erlich — APABCAM. As células foram cultivadas em meio Roswel Park
Memorial Institute Medium (RPMI) 1640, suplementado com 10% soro bovino fetal (SBF-
Gibco®), 100 Ul/ml de penicilina G e 100mg/ml de estreptomicina, por 24 h a 37 °C em

atmosfera Umida com 5 % de Dioxido de Carbono (CO,).

Ensaio de citotoxicidade

O efeito citotoxico do composto TZC sobre a linhagem celular K562 foi realizado
utilizando o ensaio colorimétrico, baseado na reducéo do sal diazénico brometo de 3-(4,5-
dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Mosmann 1983). O composto foi dissolvido
em uma mistura de agua ultra pura e dimetilsulfoxido DMSO (1:1) e, em seguida, diluido nas
concentracdes de 100 micromolar (uM), 50 uM, 25 uM, 12 uM, 6 UM, 3 uM, 1,5 uM, e 0,75
UM. No ensaio da citotoxicidade foram utilizadas 3 x 10° células/poco, em placa de 96 pocos



45

expostas a diferentes concentragfes do composto e incubadas por 20 h. Cultura controle,
contendo células na auséncia do composto também foi realizada. Mesilato de Imatinibe
(Glivec®) foi o antineoplasico utilizado como referéncia. Apos 20 h, cada poco foi tratado
com 20 microlitros (UL) de MTT e as placas foram reincubadas por mais4 h+2 °Ce 5 % de
CO,. Apbs incubacdo, os cristais de formazana foram dissolvidos pela adicdo de DMSO e a
inibicdo do crescimento celular detectada por meio da medida das absorbancias a 570
nanémetros (nm) utilizando um leitor de microplacas Epoch® (Fisher Bio-Tek BT2000). Cada
teste foi efetuado em triplicata, sendo realizados trés ensaios independentes. Os resultados
foram submetidos a anélise estatistica pelo programa SISVAR (Ferreira 1988). Para 0s
valores de morte celular (%) foi realizada a anélise da variancia dos dados e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade de erro. Os valores de ICsy que
correspondem a concentracdo do composto capaz de inibir o crescimento de 50 % das células,

foi estimado pelo GraphPad Prism 5.

c) Atividade antibacteriana in vitro

Isolados e cepas bacterianas

A atividade antibacteriana in vitro do composto TZC foi avaliada frente a sete isolados
bacterianos de Staphylococcus coagulase negativa (SCoN), obtidos a partir de uma
investigacdo da contaminacdo em concentrados plaguetarios. Estes microrganismos foram
caracterizados como produtores de biofilme por métodos fenotipicos de aderéncia em tubo de
borossilicato e pelo adgar vermelho congo (Christensen et al. 1982; Freeman et al. 1989) e
através da pesquisa dos genes icaADC pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (Arciola et
al. 2005). Os isolados sdo: dois Staphylococcus epidermidis, um Staphylococcus
saprophyticus, trés Staphylococcus haemolyticus e um Staphylococcus warneri. Também
foram utilizadas duas cepas padrdo de referéncia internacional (American Type Culture
Collection - ATCC) ndo produtoras de biofilme (padrdo negativo): Staphylococcus

epidermidis 12228 e Staphylococcus saprophyticus 15305.

Determinacéo da concentragéo inibitoria minima (CIM)

Os isolados bacterianos e as cepas ATCC, armazenadas em glicerol 15 % em

temperatura de -80 °C foram ativados previamente utilizando o meio &gar de soja e
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tripticaseina (TSA), por 24 h a 35 £ 2 °C. A atividade antibacteriana do composto foi
realizada utilizando o método convencional da microdiluicdo em caldo, através da técnica da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), baseado no documento Clinical and Laboratory
Standards Institute (Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) 2012). O composto em
estudo foi diluido em DMSO e 4gua ultra pura (1:1) na concentracdo de 2560 microgramas
por mililitro (ug/mL) e ap6s foram realizas sucessivas diluicdes nas concentragdes de 128 a
0,25 pg/mL. O in6culo bacteriano foi preparado utilizando a escala de 0,5 de McFarland, de
maneira que em cada poco contivesse 5 x 10° UFC/mL. As placas foram incubadas por 24 h a
35 £ 2 °C e apo6s esse periodo a CIM foi determinada visualmente, como a menor
concentracdo que inibiu completamente o crescimento dos microrganismos nos pocos de

diluicdo, sendo que cada ensaio foi realizado em triplicata.

d) Consideracdes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFSM,
sob o numero certificado de apresentacdo para apreciacdo ética (CAAE) 0285.0.243.000-09.

RESULTADOS E DISCUSSAO

a) Atividade bioldgica

O biofilme, quando produzido pelos microrganismos confere protecdo contra 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro, impedindo ou dificultando a difusdo dos
antimicrobianos (Hgiby et al. 2010). A concentracdo de antimicrobianos necesséria para
combater infec¢des causadas por microrganismos produtores de biofilme chega a ser até mil
vezes maior, quando comparada as ocasionadas por seus homdlogos plancténicos (nédo
produtores de biofilme) (Musk and Hergenrother 2006; Haiby et al. 2010).

Através disso podemos observar que o composto em estudo apresentou pronunciada
atividade antibacteriana, quando comparado com as cepas nao produtoras de biofilme. Os

resultados desta atividade sdo mostrados na Tabela 1. Pode-se observar que dentre os sete
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isolados clinicos produtores de biofilme, todos apresentaram valores de CIM menor ou igual
ao das cepas ndo produtoras de biofilme.

Tabela 1 - Perfil de atividade antibacteriana do complexo TZC {(1-(2-bromofenil)-3-(2-
nitrofenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l)} frente aos isolados de SCoN produtores de
biofilme.

Microrganismos CIM (pg/mL)
Staphylococcus epidermidis =32
Staphylococcus epidermidis =32
Staphylococcus saprophyticus =32
Staphylococcus haemolyticus =64
Staphylococcus haemolyticus =32
Staphylococcus haemolyticus =64
Staphylococcus warneri =64
*Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 =64
*Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 =64

*Cepas ATCC nédo produtoras de biofilme - padrdo negativo.

Um estudo realizado por Presterl e colaboradores (2009), evidenciou que isolados
bacterianos de S. epidermidis produtores de biofilme apresentam uma maior resisténcia aos
antibidticos. Estes pesquisadores avaliaram a combinacdo de azitromicina numa concentracdo
de 512 pg/mL com altas concentragOes de ceftriaxona, comprovando um efeito bactericida
significativo (Presterl et al. 2009). JA o TZC em estudo mostrou-se mais ativo, quando
comparado a esses antimicrobianos, sendo capaz de inibir todos os isolados de S. epidermidis
produtor de biofilme, em concentragdo quatro vezes menor (32 pg/mL).

Vérias pesquisas utilizando compostos TZCs frente a microrganismos demonstram
que esses possuem ampla atividade antimicrobiana (Horner et al. 2008; Domingues et al.
2010; Ombaka et al. 2012; Paraginski et al. 2014). Estudos sugerem que 0 mecanismo de acéo
antibacteriana dos TZCs ocorre devido a atividade quelante a ions metalicos constituintes da
parede celular das bactérias, dificultando sua sintese e conduzindo a morte celular (Horner et
al. 2008; Ombaka et al. 2012). Segundo Paraginski e colaboradores (2014), a obtencdo de
compostos TZCs contendo metais como ouro (I) pode fornecer potente atividade
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antibacteriana (Paraginski et al. 2014). No entanto, a utilizacdo desses compostos
complexados com metais, como 0 ouro, frente a microrganismos produtores de biofilme
isolados de concentrados plaquetarios é um fendbmeno recente, sendo este o primeiro estudo.

A utilizacdo do metal ouro tem sido investigada frente a varios microrganismos e sdo
descritas promissoras propriedades antibacterianas de diferentes compostos contendo esse
metal (Fiori et al. 2011; Cui et al. 2012). Em um estudo utilizando nanoparticulas com ouro
frente a bactérias multirresistentes, foi possivel observar que estas exercem atividade,
alterando o potencial de membrana e diminuindo a sintese de adenosina trifosfato (ATP),
causando um declinio geral no metabolismo bacteriano (Cui et al. 2012). J& Barreiro e
colaboradores (2012) relatam que este metal atua inibindo a proliferacdo bacteriana, dessa
forma, ocorre o bloqueio da citocinese celular (Barreiro et al. 2012).

Domingues e colaboradores (2010), utilizando compostos TZCs ndo complexados com
metais, obtiveram valores de CIM > 128 pg/mL frente ao isolado clinico de S. epidermidis,
bem como, a cepa de S. epidermidis ATCC 12128 (Domingues et al. 2010). Além disso, outra
pesquisa utilizando 15 compostos TZCs, ndo associado a metais, demonstraram valores de
CIM = 64 pg/mL para isolados hospitalares de S. epidermidis e S. saprophyticus (Horner et
al. 2008). Em ambas as pesquisas, 0s compostos revelaram uma menor atividade quando
comparadas com o TZC em estudo complexado com ouro. Dessa forma, acreditamos que
parte da pronunciada atividade antibacteriana demonstrada ocorre devido a complexacdo do
TZC com o metal, o qual potencializa a sua acgéo.

Quanto a atividade antiproliferativa, podemos verificar a porcentagem de morte
celular obtida pelo composto, conforme a Tabela 2. Observamos que 0 composto ndo se
mostrou dose dependente, sendo mais ativo na concentracdo de 50 uM, o que também foi
evidenciado por Domingues e colaboradores (2010) em ensaios realizados com TZCs frente
as células de LMA (Domingues et al. 2010). Além disso, analisando os resultados
estatisticamente, as concentracbes de 50, 25 e 12 pM ndo demonstraram diferenca
significativa, da mesma forma que as concentra¢Ges de 100, 3 e 1.5 uM. Quanto ao ICsp,
verificamos que o composto TZC apresentou valor de citotoxicidade inferior ao Mesilato de
Imatinibe (Glivec®), uma vez que este é o medicamento padrdo utilizado para o tratamento da
LMC.
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Tabela 2 - Atividade antiproliferativa do complexo {(1-(2-bromofenil)-3-(2-
nitrofenil)triazenido](trifenilfosfina)ouro(l)} frente as células da linhagem K562.
Complexo TZC '\I/les'h'_ﬂc_)bde
Celulas c — matinibe
oncentracao o Morte
(LM) celular ICs0 (UM) 1Cs0 (M)
100 49.77ab
50 60.18c
25 58.16C
12 57.71c
4.96 3.83
K562 6 52.12b
3 50.00ab
1.5 48.99ab
0.75 47.542
Média 53.06
CV (%) 2.66

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5 % de
probabilidade de erro (p < 0.05). Coeficiente de variagédo (CV).

Segundo Marchesi e colaboradores (2007), o mecanismo de acdo citotdxica dos TZCs
ocorre através da metilacdo da posicdo O° da base guanina do DNA, mediada pelo fon
metildiazénio (CHsN'N), um derivado altamente reativo desses compostos. Devido a isso, a
guanina perde a capacidade de se ligar a citosina, gerando um par de bases incorreto, pois a
guanina metilada liga-se preferencialmente a timina (Marchesi et al. 2007).

Estudos priméarios demonstraram que os compostos TZCs, podem ter sua atividade
relacionada com a inibicdo da enzima tirosino quinase (Matheson et al. 2004), a qual esta
diretamente relacionada com a malignidade da LMC (Gora-Tybor and Robak 2008). Além
disso, sabe-se que a resisténcia frente a esta enzima é um problema encontrado por muitos
pacientes portadores desta neoplasia (Yun et al. 2014; Wang et al. 2015).

Em um estudo recente, varios compostos TZCs ndo complexados com metais foram
testados in vitro frente as linhagens celulares cancerosas, incluindo a LMC, e demonstraram
propriedades antiproliferativas, sugerindo investigagdes mais profundas quanto ao seu
potencial antitumoral (Adibi et al. 2013). Segundo Bonmassar e colaboradores (2013),
compostos TZCs apresentam grande potencial frente as células de pacientes leucémicos
(Bonmassar et al. 2013).
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A exploragdo do potencial antitumoral do metal ouro é um fenémeno relativamente
recente. Na préatica clinica, drogas ligadas a este metal tém sido especialmente estudadas em
sistemas de células cultivadas, onde é possivel avaliar o seu potencial citotoxico (Gouvea et
al. 2012; Bertrand and Casini 2014). Compostos organometalicos de ouro ocupam um lugar
importante na quimica medicinal, sendo essas pesquisas determinantes para desencadear um
enorme interesse na comunidade cientifica, por novos complexos desse metal, visando a sua
aplicacdo na terapia antitumoral (Bertrand and Casini 2014), artrite reumatoide, doengas virais

e também parasitarias (Berners-Price and Filipovska 2011).
b) Difragéo de raios-x em monocristal

Um monocristal da amostra fixado em um fio de vidro foi submetido a coleta de dados
de difracdo a temperatura ambiente (20—22 °C) com um difratrémetro Bruker APEX 11 CCD,
com detector de area e radiagdo Mo—K, monocromatizada com monocromador de grafite
(Bruker 2004). A reducdo de dados e a correcdo de absorcdo foram executados com 0s
programas SAINT (Bruker 2004) e SADABS (Sheldrick 1996), respectivamente. As
estruturas foram resolvidas com métodos diretos (Burla et al. 2005) e refinadas utilizando
fatores estruturais ao quadrado (F?) e matrizes completas, empregando-se parametros térmicos
anisotrépicos para todos os atomos nao hidrogendides (Sheldrick 1997). As coordenadas
fracionarias dos atomos de hidrogénio dos anéis fenila foram obtidas geometricamente (C—H
= 0,93 A para os atomos Csp?) e refinadas na forma atachada aos respectivos atomos de
carbono e parametros térmicos isotropicos, com valores Uis, (H) relacionados a 1,2Uequp2.
Tabelas com pardmetros cristalograficos e detalhes referentes as coletas de dados foram
gerados com o programa WinGX (Farrugia 1999) e as representacOes graficas das estruturas
e/ou de detalhes estruturais discutidos, foram geradas com o programa DIAMOND
(Brandenburg 2004-2005).

Os dados cristalograficos de todas as estruturas serdo depositados junto ao Cambridge
Crystallographic Data Centre (CCDC), sob o0s numeros ainda a serem atribuidos
respectivamente. Detalhes podem ser obtidos, sem custos, 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).

Cristais vitreos, com habito prismatico alaranjados foram obtidos a partir da

evaporacao lenta da solucdo-mée da reacdo. Os valores dos parametros de cela unitaria foram
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conseguidos com base no refinamento das reflexdes obtidas em quadrantes distintos da Esfera

de Ewald, relacionados a regido angular e refinadas pelo método dos minimos quadrados ao

final da coleta de dados de intensidades. Parametros cristalograficos e detalhes adicionais

referentes a coleta de dados e refinamento do complexo estéo listados na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados da coleta de intensidade e do refinamento da estrutura cristalina/molecular

do complexo triazenidico de ouro (1).

Parametros Cristalograficos

Complexo triazenidico de ion ouro (I)

Formula Molecular

Massa molecular (g)

Cor/ Forma

Dimensdes (mm)

Sistema Cristalino

Grupo Espacial

Parametros de Cela Unitaria

Volume
Z

Densidade (calculada)
F(000)
Comprimento de onda / Radiagéo

Coeficiente de absor¢édo

Regido angular de varredura angular e
Regido dos indices

Solucéo da Estrutura

Refinamento da Estrutura
Métodos de Refinamento

Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes
Reflexdes observadas
Dados / restricdes /
Parametros
Goodness-of-fit on F?
Final Ringices [1>20(1)]

[AU(Cle8N4OzBr)(C18H15P)]
779,37

Laranja / Prisma
0,18X 0,15 X 0,08
Monoclinico
P2:/n (n°. 14)*
a= 8,7887(10) A
b =11,2594(2) A
c =28,3257(4) A
a=90°
£=92,9570(10) °
y =90°
2799,25(7) A’

4

1,849 mg/m"
1504
0,71073 A/ Mo-K,,

6,775 mm1

2,39a28,29°

-11<h<11

-15<k<12

-36<1<37

Métodos Diretos

(SIR-2004)

SHELXL-97

Minimos-quadrados, matriz completa incluindo F*

26152

6939 [R(in) =0,0460]
4912

6939/ 0/ 352

1,040
Ry =0,0333
WR; = 0,0656



indices finais de discordancia
(todas as reflexdes)

Densidade eletronica residual
(méxima e minima)
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Ry =0,0587
WR; =0,0729

1116°e-1,108° e A’

*(1,12 e.A") Para 0,9867; 0,0787; 0,2291 [1.01 A do Br]
(-1,20 e A%) para 0,7871; 0,1271; 0,2339 [0.84 A do Br]

A geometria do ion ouro (I) € linear, sendo que o atomo de ion ouro é constituido por
um ligante triazenido [Au-N13 = 2,075(3) A] e uma molécula neutra de trifenilfosfina [Au—P
= 2,224(11) A] com angulo [N13-Au-P = 178,72(9)°], proximos a 180°, confirmando a

linearidade, conforme pode ser observado na Figura 2.

Figura 2 - Projecao estrutural do complexo triazenidico de ouro (1). Elipsoides térmicos com
nivel de probabilidade de 50 %. Atomos de hidrogénio omitidos para melhor visualizag&o.

No estado sdlido, a estrutura do complexo é constituida por ligagbes de hidrogénio

ndo-classicas aromaticas, do tipo C-H--M (onde M representa o ponto centréide do anel

aromatico). Estas interagdes envolvem um atomo de hidrogénio polarizado de um grupo

doador C—H de um anel fenila da trifenilfosfina, de uma unidade molecular de um complexo e

um anel aceptor de outra fenila da trifenilfosfina, resultando na formacdo de dimeros



53

centrossimétricos. Esses dimeros se reproduzem por esse mesmo tipo de interagdo, formando
um arranjo supramolecular 1-D.

Neste complexo os fragmentos que envolvem a determinacdo destas interagcdes sdo
C31-C36/C51°—C56’ para formagdo dos dimeros centrossimétricos conforme representacio

na Figura 3.

Figura 3 - Projecdo dos fragmentos envolvidos nas ligacbes de hidrogénio nédo-classicas
aromatica C—H---Ph dos dimeros dos complexos C31-C36/C51°—C56’. [Codigo de simetria 1-
X, 2-y, -z]. Os atomos de hidrogénio omitidos para melhor visualizacdo do esquema.

M = Ponto centroide do anel aromatico.

Além das definicbes anteriores sdo necessarias as determinacdes de angulos e
distancias entre os dois anéis. Estas distancias e angulos estdo listados na Tabela 4. Na Figura
4 estdo projetados os dimeros centrossimétricos do complexo, formados pelas interagdes

aromaticas.

Tabela 4 - Pardmetros geometricos para as ligacdes de hidrogénio ndo-classicas aromaticas
(C—H---Ph) dos dimeros do complexo.

D-H--A D--A (A) H-+A (A) <D-HA (°) D(M) d(M) (A) <Ph-H-M
(A) ()
C32-H32--C56’ C32--C56° H32--C56> C32-H32--C56’° C32--M  H32-M  C32-H32--M
3,836 3,076 140,06 3,946 3,363 122,61

M = ponto centrdide do anel aromatico.
[Codigo de Simetria: (°): 1-X, 2-y, -z)].
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Figura 4 - Projecdo dos dimeros centrossimétricos do complexo, na direcédo cristalografica do
eixo a, formados por ligacdes de hidrogénio nao-classicas aromaticas C-H---M (onde M
representa o ponto centrdide do anel aromatico C51°~C56°). Atomos de hidrogénio omitidos
para melhor visualizacdo apresentado conteudo parcial de cela.

[Codigo de simetria (°): 1-X, 2-y, -Z].

Estes dimeros centrossimétricos, na estrutura do complexo, se reproduzem por
interacbes aromaticas (C—H---Ph), resultando em arranjos supramoleculares 1-D via ligagdes
de hidrogénio ndo-classicas aromaticas centrossimétricas C-H--M (M = centrdide do anel)
entre as fenilas da trifenilfosfina, ambos na dire¢do cristalogréfica [100].

Os fragmentos considerados nessas interacGes sdo: C41-C46/C51°—C56”* [Cbdigos
de simetria (**): -1+X, Y, z]. A Figura 5 apresenta os fragmentos considerados com todas as
denominacdes, estas indispensaveis para a determinacdo das interagdes, sendo que estes

valores sdo descritos na Tabela 5.
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Figura 5 - Projecdo dos fragmentos envolvidos nas ligacGes de hidrogénio ndo-cléassicas
aromatica C—H---Ph no complexo C41-C46/C51°—C56’’. [Cddigos de simetria (*): -1+X, Y,
z]. Os &omos de hidrogénio omitidos para melhor visualizagdo do esquema.

M = Ponto centroide do anel aromatico.

Tabela 5 - Parametros geométricos para as ligacdes de hidrogénio ndo-classicas aromaticas

(C—H---Ph) do arranjo 1-D do complexo.

D-H--A D--A (A) H-A (&) <D-H-A (°) D(M) d(M) (A) <Ph-H-M
A) )

C44-H44--C52°  (C44--C52°  H44--C52° C44-H44--C52” C44-M  H44-M  C44-H44-M

>

3,658 2,821 150,43 3,911 3,291 126,03

M = ponto centr6ide do anel aromatico.
[Codigo de Simetria: (°°): -1+X, Y, z].

Na Figura 6 estd representada a projecdo do arranjo supramolecular do complexo,
formados pelos dimeros centrossimetricos reproduzidos em uma cadeia 1-D via ligacOes de
hidrogénio ndo-classicas aromaticas centrossimetricas (C—H---Ph) na direcdo cristalografica
[100].
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Figura 6 - Projecdo do arranjo supramolecular do complexo, na direcdo cristalogréafica do
eixo b, formados por ligacbes de hidrogénio ndo-classicas aroméaticas C54-H54---M”’ (onde
M representa o ponto centrdide do anel aromatico C51°—C56°"). Atomos de hidrogénio
omitidos para melhor visualizacdo apresentando conteudo parcial de cela.

[Codigo de simetria (°): -1+X, Y, z].

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos sugerimos que a pronunciada atividade bioldgica
demonstrada pelo complexo TZC em estudo deva-se a presenca do ion ouro, o qual
potencializa a acdo do grupo diazoamina. Além disso, esta pesquisa faz parte de um estudo
inicial, sendo a primeira investigacdo a utilizar TZC complexado com ion ouro frente as
células K562 e bactérias formadoras de biofilme. Em vista disso, outras anélises estdo sendo
realizadas através da sintese de novos compostos TZCs complexados com metais, bem como

a elucidacdo dos seus possiveis mecanismos de acao.
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5 DISCUSSAO GERAL

Analisando os resultados obtidos nos ensaios de atividade antibacteriana in vitro, nota-
se que o complexo TZC de ouro () foi capaz de inibir o crescimento de microrganismos GP,
sendo ativo frente a cepas ATCC, isolados RMD e isolados bacterianos de SCoN produtores
de biofilme. Em relacdo a atividade em microrganismos GP, pode ser explicada devido a
diferenga na estrutura da parede celular das bactérias GP, as quais possuem uma estrutura
celular menos complexa, composta de espessa camada de peptideoglicano. Como as bactérias
GP necessitam do peptideoglicano para sua protecdo e manutencdo da pressdo osmotica, 0S
morte celular (YEO et al., 2013). Além disso, estudo relata que o ion ouro age inibindo a
proliferagdo bacteriana, dessa forma, ocorre o bloqueio da citocinese celular (BARREIRO et
al., 2012).

Dentre os isolados RMD e cepas ATCC testados, o género Staphylococcus foi o que
apresentou maior susceptibilidade ao composto, dos nove microrganismos testados, sete
tiveram atividade de crescimento inibida. Sendo que a melhor atividade antibacteriana foi
obtida frente ao isolado clinico de S. aureus RMD 27 (CIM = 16 pg/mL) visto que esse
isolado trata-se de um S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Sem davida, esse é 0
patbgeno mais importante entre os Staphylococcus, caracterizado como causador de uma
variedade de processos infecciosos, que incluem desde infeccdes cutaneas benignas até
doencas potencialmente fatais (WOOD et al., 2012).

Dentre duas cepas de E. faecalis testadas, ambas foram inibidas pelo composto (CIM
de 32 e 64 pug/mL). Esses resultados sdo de extrema importancia, quando comparados com a
CIM da fosfomicina, antimicrobiano comercialmente disponivel, utilizado clinicamente para o
tratamento de infec¢bes do trato urinario (CIM < 64 pg/mL (sensivel), 128 pg/mL
(intermediario) e > 256 pg/mL (resistente)) (CLSI, 2015). Portanto, o complexo do nosso
estudo possui potencial atividade no tratamento clinico deste tipo de infeccédo, frente a esta
bactéria.

Quanto aos isolados bacterianos de SCoN produtores de biofilme, os resultados
obtidos foram muito promissores, dentre os sete isolados clinicos, todos apresentaram valores
de CIM menor ou igual ao das cepas ndo produtoras de biofilme. Visto que a formacdo de

biofilme esté entre os principais fatores de viruléncia desenvolvidos pelas bactérias (HGIBY
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et al., 2010). Este, quando produzido pelos microrganismos confere protecdo contra 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro, impedindo ou dificultando a difusdo dos
antimicrobianos (HGIBY et al., 2010) em concentragGes até mil vezes maiores, quando
comparado aos seus homologos plancténicos (ndo produtores de biofilme) (MUSK;
HERGENROTHE, 2006; HZIBY et al., 2010).

Quanto a atividade antiproliferativa, 0 composto em estudo ndo se mostrou dose
dependente, o que também foi evidenciado por Domingues e colaboradores (2010) em ensaios
realizados com TZCs frente as células de LMA (DOMINGUES et al., 2010). Quanto ao ICs,
verificamos que o composto TZC apresentou valor de citotoxicidade (1Cso =4.96 pM) inferior
ao Mesilato de Imatinibe, uma vez que este € o medicamento padrdo utilizado para o
tratamento da LMC.

Em vista dos resultados obtidos e confrontando-os com os relatos da literatura
sugerimos que a pronunciada atividade biolégica demonstrada pelo composto TZC estudado
deva-se a presenca do ion ouro, o qual potencializa a acdo do grupo diazoamina.


javascript:void(0);
javascript:void(0);
javascript:void(0);

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que o complexo TZC em estudo, possui ampla
atividade bioldgica, apresentando relevante atividade antibacteriana e antiproliferativa.
Os resultados de CIM revelaram que o complexo apresentou estreito espectro de acao,
sendo ativo somente frente aos microrganismos GP.

O complexo apresentou pronunciada atividade antibacteriana frente aos isolados
produtores de biofilme de Staphylococcus coagulase negativa (SCoN), dentre os sete
isolados, todos apresentaram valores de CIM menor ou igual ao das cepas nao
produtoras.

O resultado obtido no ensaio de citotoxicidade in vitro frente as células K562
apresentou notavel atividade antiproliferativa (ICsp = 4.96 uM), além disso, o
complexo ndo se mostrou dose dependente, sendo mais citotoxico na concentracdo de
50 uM.

Sugere-se que a pronunciada atividade biolégica demonstrada pelo complexo TZC,
deva-se a presenca do ion ouro, o qual potencializa a a¢do do grupo diazoamina.
Ressalta-se que estudos adicionais sdo necessarios para a elucidacdo dos mecanismos

envolvidos na atividade antiproliferativa e antimicrobiana deste composto.
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ANEXOS

Anexo A - Carta de aceite da Revista Cubana de Farmacia

revista cubana de

FARMACIA

La Habana, 7 de marzo de 2014

A quién pueda interesar:

Hacemos constar que el articulo Atividade antibacteriana de um composto
triazenido com ouro frente a cepas bacterianas e isolados clinicos, de
Melise Silveira Nunes, litiérri Razia Garzon, Rosiéli Martini, Roberta Filipini
Rampelotto, Aline Locatelli, Rosmari Hoérner, Manfredo Hoémer, de la
Universidade Federal de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil, debe salir

publicado en la Revista Cubana de Farmacia Vol. 48, No. 4, oct-dic 2014.

Atentamente,

Manuel Cue Bruguera
Editor

http://www.sld.cu/sitios/revfarmacia/index.php
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