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Resumo

Os compostos quimicos inéditos utilizados neste trabalho foram os 1,3-bis(2-metoxi-4-
nitrofenil)triazeno (1) e 1,3-bis(2-metoxi-5-nitrofenil)triazeno (2) pertencentes a classe
dos triazenos, espécie quimica envolvendo cadeias abertas com trés ou mais atomos
de nitrogénio ligados em sequéncia, caracterizados pelo grupo diazoaminico. Muitos
triazenos tém atividade bioldgica, uma vez que as aminas presentes nestes compostos
tém locais especificos de acdo nas membranas celulares e a capacidade de formar
ligacbes de hidrogénio. Os triazenos sdo amplamente utilizados em sinteses
experimentais de novos compostos. Este trabalho descreve a sintese, a caracterizacao
molecular e a avaliacdo da atividade biologica e o potencial antimicrobiano dos
triazenos 1,3-bis(2-metoxi-X-nitrofenil)triazeno [X= 4; 5]. Foram realizados testes das
atividades antimicrobianas de (1) e (2), mediante avaliacdo da sensibilidade da solucao
dos compostos frente as bactérias ATCC’s (American Type Culture Collection, ATCC)
e isolados clinicos, aplicando-se ensaios microbiolégicos padronizados. O potencial
antimicrobiano foi determinado pela Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), exibindo
resultados promissores, com atividade diante de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, com baixos valores de CIM. Os resultados mostraram a potencialidade dos
triazenos, frente a resisténcia das cepas bacterianas selecionadas.

Palavras-chave: triazeno, atividade antimicrobiana, gram-positivos e gram-negativos



ABSTRACT

The unpublished chemical compounds used in this work were 1,3-bis(2-methoxy-4-
nitrophenyl)triazene (1) and 1,3-bis(2-methoxy-5-nitrophenyl)triazene (2), belonging to
the class of triazenes, a chemical species involving open chains with three or more
nitrogen atoms connected in sequence, characterized by the diazoaminic group. Many
triazenes have biological activity, since the amines present in these compounds have
specific sites of action on cell membranes and the ability to form hydrogen bonds.
Triazenes are widely used in experimental syntheses of novel compounds. This work
describes the synthesis, molecular characterization and evaluation of the biological
activity and antimicrobial potential of triazenes 1,3-bis(2-methoxy-X-nitrophenyl)triazene
[X = 4; 5]. Antimicrobial activity tests of (1) and (2) were performed by evaluating the
sensitivity of the solution of the compounds to the ATCC's (American Type Culture
Collection, ATCC) and clinical isolates, applying standardized microbiological assays.
The antimicrobial potential was determined by the Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), showing promising results, with activity against Gram-positive and Gram-
negative bacteria, with low MIC values. The results showed the potentiality of the
triazenes, against the resistance of the bacterial strains selected.

KEYWORDS: triazene, antimicrobial activity, gram-positive and gram-negative
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1. FUNDAMENTAGAO TEORICA

INTRODUCAO

Compostos Nitrogenados

Os compostos organicos nitrogenados sdo moléculas organicas que apresentam
em sua constituicdo o heterodtomo nitrogénio.

Os compostos nitrogenados tém grande destaque na quimica de coordenagao
como espécies ligantes, onde atuam como grupos doadores de pares de elétrons,
apresentando uma quimica estrutural, molecular e cristalina altamente diversificada e
interessante para o estudo.

Quando estes compostos nitrogenados sdo coordenados a centros metalicos
(grupos deficientes de elétrons), formam complexos com um variado numero de
cations metdlicos, devido a facilidade com que o nitrogénio se coordena, resultando
em compostos metalicos que apresentam diversas caracteristicas, propriedades e
funcdes, podendo assim ser estudados nas mais diversas areas (BEHM et al., 2006).

A quimica dos compostos de coordenacdo é uma das areas mais investigadas da
guimica inorganica. Dentro dela, destacam-se os triazenos (MOORE, 1986).

Os triazenos sdo grupos organicos, pertencentes a familia dos compostos
organicos nitrogenados de cadeia aberta (alifaticas), evidenciado pelo grupo
diazoaminico, e formado por trés dtomos de nitrogénio ligados em sequéncia (MOORE,

1986), conforme representa a Figura 1.
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(a) (b)

Figura 1. Representagdo estrutural genérica de triazeno simétrico (a) e assimétrico (b)



Um triazeno pode ser representado genericamente em (c) e um hidroxitriazeno em
(d), onde um atomo de hidrogénio é substituido por um grupo hidroxila, no qual “R”
representa grupamentos aromaticos (anéis aromaticos) ou alifaticos (cadeia aberta),
gue podem ou ndo conter heteroatomos, conforme a Figura 2.

R R

~ /N\N/R

N N y

N
H OH

(c) (d)

Figura 2. Representacdo estrutural genérica de triazeno (c) e hidroxitriazeno (d)

Estas cadeias nitrogenadas, que apresentam 3, 4, 5 ou mais dtomos de nitrogénio
em sequéncia, podem ser facilmente estabilizadas por substituintes estrategicamente
(R, R"), permitindo assim varias possibilidades de coordenacao, por proporcionarem
uma grande possibilidade eletrénica em funcao da geometria molecular e da presenca
de doadores. Na Figura 1, quando os radicais mostrados sdao substituidos por anéis
aromaticos, estes compostos conferem uma maior estabilidade a estas cadeias, uma
vez que permitem a deslocaliza¢do da densidade eletrénica.

A Quimica de coordenagao dos triazenos

A quimica de coordenacdo com ligantes catenados de nitrogénio data de 1859,
guando Griess sintetizou o primeiro triazeno simétrico, 1,3-bis(fenil)triazeno, como
mostra a Figura 3. Apenas em 1972, com o desenvolvimento da difracdo de Raios-X,
Gladkova e Kdrashev, determinaram a estrutura cristalina e molecular do 1,3
bis(fenil)triazeno. A descricdo desta molécula foi relatada por Berson, no livro The

High Nitrogen compunds em 1984 (VILLIS, 2007).



Figura 3. Representacdo estrutural do 1,3-bis(fenil)triazeno

O inicio de uma investigacdao da quimica da coordenagao decorrente do 1,3-
bis(fenil)triazeno foi realizado em 1887 por Meldola. Grupos de triazenos ligados a
grupo arilas (diariltriazenos) ou grupos alquilas (alquilaril e/ou dialquiltriazenos), como
substituintes (Ar-N=N-NH-Ar), estdo sendo intensamente estudadas durante as ultimas
décadas.

A existéncia destes substituintes organicos nos nitrogénios terminais da cadeia
triazenidica, a atuacdo na maior ou menor preservacdao da cadeia, através de efeitos
indutivos e mesoméricos; proporcionam uma quimica estrutural bastante rica pelas
reacOes de complexacdo com diversos ions metdlicos. Os alquilaril e dialquiltriazenos,
menos estaveis que os diaritriazenos, foram sintetizados e caracterizados pela primeira
vez por Dimronth em 1903 e 1906, respectivamente.

Numerosos exemplos de compostos triazenidicos coordenados a ions metalicos,
elucidados por estudos de difracdo de Raios-X, demostram diferentes modos de
coordenacgdo destes complexos sélidos, como mostrado na Figura 1.3. Em (a) e (b)
estdo representados os modos monodentados terminais ligantes na forma neutra ou
aniodnica, respectivamente. Em (c) tem-se a representacdo da forma bidentada do tipo
quelato (formando anéis de quatro membros). A coordenagdo em ponte entre dois
centros metdlicos (formado anéis de cinco membros) sdo mostrados em (d) e (e),

sendo esta ultima do syn sy n- nt:n: y,
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Figura 4. Principais modos de coordenagao dos triazenos no estado sélido

A importancia dos triazenos

A relevancia da quimica dos triazenos é oposto dos demais ramos da ciéncia
pelos seus inUmeros propdsitos nos mais diversas areas da quimica. Recentemente, os
compostos triazenidicos estdo sendo investigados, impelido variedade de aplicacdes
nas dareas da quimicas, microbioldgica, bioquimica Inorganica e da quimica da
coordenacao (VILLIS, 2007).

Os compostos triazenidicos mostraram-se  bastante eficazes no
desenvolvimento de compostos ou substancias com atividades bioldgicas. Um dos usos
mais prevalentes de triazenos esta no desenvolvimento de moléculas antimicrobiana,
antifungica e antineoplasico.

Segundo KOEHLER et al. (2007) essa atividade bioldgica pode ser justificada, pois
o grupo das aminas presentes nesses compostos sdo amplamente utilizadas em

sinteses experimentais de novos compostos por possuirem sitios especificos de acao



nas membranas celulares e capacidade de formar ligacGes de hidrogénio. (KOEHLER,
2007; SANTOS, 2005).

O potencial terapéutico de uma variedade de triazenos tem sido amplamente
explorado, bem como a sua acdo metabdlica especifica. Para aril e alquil triazenos, a
decomposicdo proteolitica ocorre sob condicbes fisioldgicas para dar compostos de
alquil diazénio reativos capazes de alquilar DNA. Consequentemente, estes compostos
sdo cancerigenos e/ou mutagénicas. Varios Triazenos , no entanto, mostram toxicidade
animal baixa enquanto retém a sua poténcia contra linhas de células tumorais
especificas (KIMBALL; HALEY, 2002).

O descobrimento de sulfonamidas e B-lactama anti-Biotics na década de 30
teve uma influéncia profunda na saude permitindo o método rapido para doentes
com infeccdo bacteriana, depois disso visto como a “era dourada” Antibidticos,
sendo que a maioria dos antimicrobianos foram descobertos nesta época (BUTLER;
BLASKOVICH; COOPER, 2013).

No entanto, o surgimento de multirresisténcia entre bactérias, incluindo
Staphylococcus aureus (S. aureus) e outros membros dos agentes patogénicos da
ESKAPE, e a recente resisténcia aos farmacos nestes e Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis, XDRTB), desafiou a eficadcia dos antibiodticos.

No advento da medicina moderna, a resisténcia aos antibidticos tornou-se um
dos mais graves problemas de saude no mundo (DEUREBERG; STOBBERING, 2008). Isto
tem sido exacerbado por um colapso na descoberta de antibidticos pela farmacéutica
global P&D, e resultou na falta de novos antibidticos que chegam ao mercado

(NORRBY et al.; 2005). A resisténcia surge por alteracdes no alvo do antibidtico, pela



aquisicdo de enzimas modificadoras de antibidticos ou pela Local de antibidtico
através de alteracdes na permeabilidade ou efluxo da parede celular.

Considerando o exposto, hd uma necessidade urgente de desenvolver
Agentes antibacterianos eficazes que evitam a emergéncia de resisténcia (Ling. et al.
2005). Com base em nossa pesquisa recente (VAIS et al.; 2014), fomos levados a
explorar mais a atividade antimicrobiana de 1,3-diariltriazenos. Os triazenos possuem
uma série de propriedades bioldgicas, incluindo antifungicos (OMBAKA, 2012),
anoréxicos e atividade anticancerigena (KIEFER et al., 2015). O mecanismo de acdo dos
alquiltriazenos estd geralmente ligado a formacao de espécies reativas de diazénio que
sdao capazes de alquilar o DNA (MARCHESI et al., 2007).

Sendo que resultado, vdrios triazenos foram identificados como possuindo
potente atividade antimicrobiana em relacdo a S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) e M. Smegmatis - um modelo micobacteriano representante de M.
tuberculosis (VAIS et al., 2017).

A atividade antibacteriana de compostos triazenos tem sido pouco estudada e
alguns autores avaliaram a atividade dos triazenos frente a bactérias e fungos.
PARAGINSKI et al. (2014) avaliaram a atividade de 15 (quinze) compostos triazenidicos,
incluindo um complexo de vanadio e um sal de potassio de um hidroxitriazeno, frente
a vdrias bactérias, incluindo cepas ESBL (B-lactamases de espectro ampliado). Tais
compostos foram ativos frente a bactérias multirresistentes, incluindo cepas
produtoras de ESBL, MBL (metalo-8-lactamases) e do gene AmpC. Essas evidéncias
tiveram grande impacto na atualidade, uma vez que esses mecanismos de resisténcia

bacteriana estdo entre os mais prevalentes.



Um dos usos mais difundidos dos triazenos é no desenvolvimento de moléculas
gue apresentem atividade biolégica na terapia contra o cancer, como por exemplo o
farmaco Dacarbazina®, Figura 5, 5-(3,3-dimetil-1-triazeno)imidazol-4-carboxiamida,
conhecido como DTIC, que foi o primeiro triazeno a apresentar atividade antitumoral,

relatado em 1962 por Shealy et al. (NEVES, 2011).

O
NH,

N\
CH,
Figura 5. Representacdo da estrutura molecular do farmaco Dacarbazina

Destacam-se alguns compostos triazenidicos conhecidos comercialmente, tais
como: Dacarbazina® (RACHID, Z. et al.,, 2003) e derivados, (RACHID, Z. ,2003;
NISHIWAKI, K 2007) Berenil® (GIGLIO, V. F et al. 2006) e Termozolomida®. (-
PAYEHGHADR, M. et al. 2007). Recentemente foi atribuido ao composto triazenidico
3,3-dialquil-1-ariltriazeno, um potencial nas atividades antimalarico (PAYEHGHADR, M.

et al. 2007).

Tabela 1 - Alguns farmacos anélogos aos triazenos utilizados em atividades biolégicas. (LOW,
J. W.; SING H, R 1982; PAYEHGHADR, M 2007)

Nome Nome Comercial Propriedades
5-(3,3-dimetil-1-triazenil)imidazol-4-carboxamida ([)S_I(_:%?amna@ antineoplasicos
5-[3,3-bis(2-cloroetil-1-triazenillimidazol-4- Dacarbazina® ; -
carboxamida (BTIC) antineoplasicos
3-metil-4-oxo0-3,4-dihidroimidazol[5, 1- Termozolomida® ; -
d][1,2,3,5]Tetrazina-8-carboxiamida (TEM) antineoplasicos

[bis(4-amidinofenil)-1,3-triazeno] Berenil® antitripanossdmicos




A transformacdo da Dacarbazina® (DTIC) em compostos alquilantes depende da
estimulo hepatica inicial pelo citocromo P-450, funciona através de alquilagao do DNA.
Na célula alvo, a quebra espontanea do metabolito libera um componente alquilante,
o diazometano. Este triazeno é adequado para o tratamento de: melanoma maligno
metastatico, adenocarcinoma renal, sarcomas de tecidos moles, fibrossarcomas,
carcinoma medular da tiredide, neuroblastoma, tumores sélidos, linfoma maligno e
doenca de Hodgkin (ALMEIDA, 2005; CARMO, 2013).

Jd o Temozolomida® (TEM) ndo necessita de estimulo metabdlica para produzir
as espécies alquilantes, pois é transformada espontaneamente em metabdlico ativo
em pH fisiolégico e pode ser administrada por via oral. Este triazeno é
vendido na Unido Europeia sendo usado no tratamento contra tumores cerebrais
como glioblastoma multiforme e astrocitona anaplastico, recentes pesquisas mostram
que pode ser também eficaz nos casos de leucemia aguda. Os resultados citotdxicos e
mutagénicos destes farmacos sdao baseados na capacidade de alquilar as bases do
DNA, precavendo a multiplicagdo e o crescimento das células tumorais, além de
dificultar a sintese de proteinas necessarias a sobrevivéncia destas células (CARMO,
2013).

O Berenil® bis(4-amidinofenil)-1,3-triazeno efetiva por alternancia no DNA, a
influéncia ocorre entre os grupos amidinicos terminais do Berenil® e sitios
especificos do DNA, interferindo com a abertura das fitas de DNA, num processo
necessario e primordial para a reproducdo e replicacdo do material genético, sem que
haja a degradacdo da cadeia triazenidica, podendo também, mascarar os sitios de acdo
de enzimas, o que inibe as funcdes do DNA e causa a morte celular (apoptose). Esta

droga tem sido empregada com sucesso no tratamento, de casos na fase inicial, da



doenca do sono na Africa causada pelo Trypanossoma rhodesiense (COASTS, 2002;
FARREL, 1987; PILCH1995 apud SANTOS, 2005).
Revisao Bibliografica dos triazenos
Os primeiros exemplos de pré-ligantes triazenos (triazenos livres), elucidados

estruturalmente por Difracdo de Raios-X em monocristal. Alguns compostos
selecionados estdo omitidos os atomos de hidrogénio, devido a auséncia de
parametros térmicos e geométricos no CCDC (CAMBRIDGE CRIYTALLOGRAPHIC DATA
CENTRE).

O triazeno foi sintetizado pelo acoplamento de um sal de diaz6nio com uma amina

aromatica livre, descrito por HARTMAN et al. (1943), conforme a Figura 6.

@ Q

Figura 6. Um mecanismo proposto para a diazotacao (VERNIN, 1977).

A sintese dos compostos triazenos representa um papel importante em todas as
areas da quimica, principalmente na Quimica de coordenacgdo, por proporciona grande
versatilidade eletronica e geometria aos centros metalicos.

Independentemente da quimica envolvendo os produtos triazenos ter ocorrido
na metade do século XIX, foi a partir da década de 60 que foram definidas as primeiras
estruturas cristalinas e moleculares de alguns compostos de triazenos, devido ao
surgimento de equipamentos capazes de esclarecer estruturalmente tais moléculas,
outorgando assim, um melhor estudo das formas de coordenacdo destes compostos

(BEHM et al., 2006).



O projeto de pequenas moléculas para melhor tratamento de doencas tornou-
se um importante objetivo terapéutico, dada a amplos efeitos colaterais das moléculas
existentes e resisténcia rapida desenvolvidos para eles.

O nucleo benzotiazol encontra-se muitas destas moléculas promissoras de
moléculas pequenas anticancerigenas e antibacterianas, fatores que foram avaliados
até o nivel pré-clinico. Entre as moléculas pequenas com um nucleo benzotiazol, o
estudo de 2-fenilo substituido benzotiazole é de corrente consideravel devido a sua
diferenca bioldgica e biolégica Propriedades. Eles sdo relatados para possuir antitumor
, antibacterianos (BANDYOPADHYAY et al., 2011), antifungicos (DUTTA GUPTA et al.,
2010), antiparasitario e atividade antioxidante.

Mais distante tem um perfil de atividade forte como agentes de formacgao de
imagens para a b-amildide Proteina que auxilia no diagndstico ndo-invasivo da doenca
de Alzheimer.

O anel de benzodioxol, que é um isdmero de benzotiazole, também é estudado
como antitumoral, antibacteriano, antifliingicos, antiparasitario, antipalidico e agentes
antioxidantes. Além disso, alguns derivados de benzodioxol também sdo usados Como
pesticidas ou intermediarios de pesticidas e herbicidas.

O sistema 1,3-benzodioxol também é parte integrante de muitos produtos
naturais como o sesamol e Piperina. A extensa revisdo da literatura revelou que o
sistema de anel benzodioxole 2-fenilo substituido é ainda a ser explorado para varias
atividades bioldgicas.

O descobrimento e a evolugdo de uma nova molécula de longo e caro que pode

conduzir a sufocar a inovacao.



Além disso, a contaminacdo ambiental envolvida no processo de descoberta de
novos produtos quimicos, € uma preocupac¢ao global. Portanto, a quimica pesquisa
para sintese rapida de pequenas moléculas com acréscimo da eficicia e efeitos
secunddrios menores do que os ja existentes de uma forma simples, eficaz e
ambientalmente amigdvel. A partir dos fatos acima mencionados e com base no
principio de bioisoterismo, catorze compostos pertencentes a 2-fenil 1,3-benzodioxole
e 2-fenil-1,3-benzodioxol-4-ol foram sintetizadas utilizando a abordagem de quimica
verde. E subsequentemente, avaliadas para efeitos anticancerigenos e antibacterianos

atividade. (DUTTA; BALAJI; KUMAR, 2016).
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RESUMO

Os compostos quimicos inéditos utilizados neste trabalho foram os 1,3-bis(2-metoxi-4-nitrofenil)triazeno (1) e 1,3-bis(2-metoxi-5-
nitrofenil)triazeno (2) pertencentes a classe dos triazenos, espécie quimica envolvendo cadeias abertas com trés ou mais atomos de
nitrogénio ligados em sequéncia, caracterizados pelo grupo diazoaminico. Muitos triazenos tém atividade biolégica, uma vez que as
aminas presentes nestes compostos tém locais especificos de agdo nas membranas celulares e a capacidade de formar ligagoes de
hidrogénio. Os triazenos sdo amplamente utilizados em sinteses experimentais de novos compostos. Este trabalho descreve a sintese,
a caracterizagdo molecular e a avaliagdo da atividade bioldgica e o potencial antimicrobiano dos triazenos 1,3-bis(2-metoxi-X-
nitrofenil)triazeno [X= 4; 5]. Foram realizados testes das atividades antimicrobianas de (1) e (2), mediante avaliagdo da
sensibilidade da solugdo dos compostos frente as bactérias ATCC’s (American Type Culture Collection, ATCC) e isolados clinicos,
aplicando-se ensaios microbioldgicos padronizados. O potencial antimicrobiano foi determinado pela Concentragdo Inibitoria
Minima (CIM), exibindo resultados promissores, com atividade diante de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, com baixos
valores de CIM. Os resultados mostraram a potencialidade dos triazenos, frente a resisténcia das cepas bacterianas selecionadas.

Palavras-chave: triazeno, atividade antimicrobiana, gram-positivos e gram-negativos

ABSTRACT

The unpublished chemical compounds used in this work were 1,3-his(2-methoxy-4-nitrophenyl)triazene (1) and 1,3-bis(2-methoxy-
5-nitrophenyl)triazene (2), belonging to the class of triazenes, a chemical species involving open chains with three or more nitrogen
atoms connected in sequence, characterized by the diazoaminic group. Many triazenes have biological activity, since the amines
present in these compounds have specific sites of action on cell membranes and the ability to form hydrogen bonds. Triazenes are
widely used in experimental syntheses of novel compounds. This work describes the synthesis, molecular characterization and
evaluation of the biological activity and antimicrobial potential of triazenes 1,3-bis(2-methoxy-X-nitrophenyl)triazene [X = 4; 5].
Antimicrobial activity tests of (1) and (2) were performed by evaluating the sensitivity of the solution of the compounds to the
ATCC's (American Type Culture Collection, ATCC) and clinical isolates, applying standardized microbiological assays. The
antimicrobial potential was determined by the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), showing promising results, with activity
against Gram-positive and Gram-negative bacteria, with low MIC values. The results showed the potentiality of the triazenes,
against the resistance of the bacterial strains selected.

KEYWORDS: triazene, antimicrobial activity, gram-positive and gram-negative

1 Introducéo
Os compostos nitrogenados sdo moléculas organicas que apresentam em sua constituicdo o
heterodtomo N (nitrogénio). O conjunto de &tomos que possui 0 N como heteroatomo é o grupo

funcional, constituindo um grupo polar funcional da molécula (Moore and Robinson, 1986).



Os triazenos sdo grupos organicos, pertencentes a familia dos compostos organicos nitrogenados
de cadeia aberta (alifaticas), evidenciado pelo grupo funcional insaturado diazoaminico [-N=N-N=], e
formado por 3 (trés) atomos de nitrogénio interligados em sequéncia (M. Hérner, V. F. Giglio, A. J. R. W.
A. dos Santos, A. B. Westphalen, B. A. Iglesias, P. R. Martins, C. H. do Amaral, T. M. Michelot, L. G. B.
Reetz, C. de M. Bertonchel, 2008), podendo ser simétrico (a) ou assimétrico (b), conforme representa a

Figura 1.

(a) (b)
Figura 1 - Representacdo estrutural genérica de triazeno simétrico (a) e assimétrico (b)

Johann Peter Griess em 1859 relatou a sintese do primeiro composto triazeno simétrico, o 1,3-
bis(fenil)triazeno, onde sintetizou o primeiro triazeno organico em seus estudos na preparacdo de sais de

diaz6nio (Moore and Robinson, 1986).

Figura 2 - Representacéo estrutural do 1,3-bis(fenil)triazeno

Estas cadeias nitrogenadas, que apresentam 3 (trés), 4 (quatro), 5 (cinco) ou mais atomos de
nitrogénio em sequéncia, também chamados de compostos catenados, podem ser facilmente estabilizadas
por substituintes estrategicamente (R, R"), permitindo assim vérias possibilidades de coordenagdo, por
proporcionarem uma grande possibilidade eletronica em funcdo da geometria molecular e da presenca de
doadores (GLADKOVA, V. F.; KONDRASHEYV, 1972; Moore and Robinson, 1988). Quando os radicais
sdo substituidos por anéis aromaticos, estes compostos conferem uma maior estabilidade a estas cadeias,
uma vez que permitem a deslocalizacéo da densidade eletronica.

A relevancia da quimica dos triazenos € oposto dos demais ramos da ciéncia pelos seus inimeros
propositos e reconhecida versatilidade nas mais diversas areas da quimica. Recentemente, 0s compostos
triazenidicos estdo sendo investigados, impelido variedade de aplicagbes nas éareas da quimica,
microbioldgica, bioquimica Inorganica (bioinorgénica) e da quimica da coordenacdo (Ombaka A. O.,
Muguna, A. T. and Gichumbi, 2012). Os compostos triazenidicos mostraram-se bastante eficazes no
desenvolvimento de compostos ou substancias com atividades bioldgicas. Um dos usos mais prevalentes
de triazenos estd no desenvolvimento de moléculas com atividade antimicrobiana, antiflngica e
antineoplasico (M. Horner, V. F. Giglio, A. J. R. W. A. dos Santos, A. B. Westphalen, B. A. Iglesias, P.
R. Martins, C. H. do Amaral, T. M. Michelot, L. G. B. Reetz, C. de M. Bertonchel, 2008; Vajs et al.,
2017).

Segundo KOEHLER et al. (KOEHLER, 2007), essa atividade biologica pode ser justificada, pois

0 grupo das aminas presentes nesses compostos sdéo amplamente utilizadas em sinteses experimentais de



novos compostos por possuirem sitios especificos de acdo nas membranas celulares e capacidade de
formar ligacGes de hidrogénio.

No advento da medicina moderna, a resisténcia aos antibidticos tornou-se um dos mais graves
problemas de satiide no mundo (Deurenberg and Stobberingh, 2008). A resisténcia surge por alteracdes no
alvo do antibidtico, pela aquisi¢do de enzimas modificadoras de antibi6ticos ou pelo antibi6tico através de
alteracGes na permeabilidade ou Bombas de efluxo da parede celular.

Considerando o exposto, ha uma necessidade urgente de desenvolver agentes antibacterianos
eficazes que evitam a emergéncia de resisténcia (Ling et al., 2015). Com base em pesquisa recente
(Cappoen et al., 2014), fomos levados a explorar mais a atividade antimicrobiana dos 1,3-diariltriazenos,
pois os triazenos possuem uma série de propriedades bioldgicas, incluindo atividade antifungica (Ombaka
A. O., Muguna, A. T. and Gichumbi, 2012), como anoréxicos e atividade anticancerigena (Vajs et al.,
2017) muito interessantes. O mecanismo de a¢do dos alquiltriazenos estd geralmente ligado a formacéo de
espécies reativas de diazonio que sdo capazes de alquilar o DNA (Marchesi et al., 2007).

Recentemente, varios triazenos foram identificados com potencial na atividade antimicrobiana
em relacdo a S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) e M. Smegmatis (Vajs et al., 2017).

A atividade antibacteriana de compostos triazenos tem sido pouco estudada e alguns autores
avaliaram a atividade dos triazenos frente a bactérias e fungos. PARAGINSKI et al. (Paraginski et al.,
2014) avaliaram a atividade de 15 (quinze) compostos triazenidicos, incluindo um complexo de vanadio e
um sal de potassio de um hidroxitriazeno, frente a varias bactérias, incluindo cepas ESBL (f-lactamases
de espectro ampliado). Tais compostos foram ativos frente a bactérias multirresistentes, incluindo cepas
produtoras de ESBL, MBL (metalo-S-lactamases) e do gene AmpC. Essas evidéncias tiveram grande
impacto na atualidade, uma vez que esses mecanismos de resisténcia bacteriana estdo entre os mais
prevalentes.

Deste modo, se faz necessaria o relato de novos agentes efetivos contra microrganismos, de
modo que equilibrem a demanda que compense o baixo nimero de antimicrobianos disponiveis e o
arsenal de mecanismos de resisténcia adquiridos pelos patégenos (Guimarédes, Da Silva Momesso and
Pupo, 2010).

O descobrimento e a evolugdo de uma nova molécula, sdo longos e caros, pode conduzir a
dificultar a inovagdo. Além disso, a contaminagdo ambiental envolvida no processo de descoberta de
novos produtos quimicos ou moléculas, é uma preocupagdo global. Portanto, a quimica necessita de
sintese rapida de pequenas moléculas com acréscimo da eficacia e efeitos secundéarios menores do que o0s
ja existentes de uma forma simples, eficaz e ambientalmente amigavel. A partir dos fatos acima
mencionados e com base no principio de bioisoterismo, 14 (catorze) compostos pertencentes a 2-fenil-
1,3-benzodioxole e 2-fenil-1,3-benzodioxol-4-ol foram sintetizadas utilizando a abordagem de quimica
verde. E subsequentemente, avaliadas para efeitos anticancerigenos e antibacterianos (Dutta Gupta et al.,
2016).

Este trabalho descreve pela primeira vez a sintese, a caracterizacdo molecular e a avaliacdo das
atividades bioldgicas e antimicrobianas de triazenos de interesse clinico, utilizando, para isso, ensaios

microbioldgicos padronizados



2 Material e Métodos

2.1 Local de estudo e local da pesquisa

Este trabalho consiste em um estudo experimental descritivo com testes quantitativos e
qualitativos, realizados no Laboratério de Eletroquimica e Biotecnologia — LEB da Universidade do
CEUMA — UNICEUMA e Laboratério de Microbiologia Clinica da Universidade Federal do Maranhdo —
UFMA.

2.2 Sinteses dos triazenos

Os triazenos foram sintetizados pela reagdo com nitrito isoamilico em meio aprotico, descrito por
VERNIN et al. (VERNIN, G.; SIV, C.; METZGER, 1977), como demonstrado na Figura 3.

Figura 3 - Modelo Genérico das Reagdes com nitrito isoamilico

2.3 Caracterizacdo estrutural dos triazenos

As medidas de Analise Elementar CHN (AE CHN), para deteccdo dos teores de carbono,
hidrogénio e nitrogénio contidos na amostra de (1) e (2), foram determinadas no Analisador Elementar da
Leco Instrumentos LTDA - modelo TruSpec CHNS-O.

Para a determinacéo do Ponto de Fuséo (P.F.) foi utilizado um aparelho Mel-Temp II.

Os espectros de Espectroscopia de Absorcdo na Regiéo do Infravermelho (1V) de (1) e (2) foram
obtidos utilizando o equipamento da marca Shimadzu, modelo FT-IR-Prestige-21, Beam Splitter KBr
(escala de varredura no 1V de 7800 a 350 cm!, detector DLATGS, resolucéo 0,85; 1; 2,4; 8 e 16 cm™,
interferémetro selado de Michelson com alinhamento dindmico.

O espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN !H) foi obtido em um
espectrofotémetro Bruker (Modelo DPX-400), localizado na Universidade Federal de Santa Maria —
UFSM. O espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de C (RMN 13C) foi obtido em um
espectrofotdmetro Bruker (Modelo AC 300P) que opera a 75,5 MHz para *3C. O tetrametilsilano (TMS),
Si (CHs)4, foi utilizado como referéncia externa para as mudangas quimicas, localizado na Universidade
Estadual de Campinas - UNICAMP. Para todos os deslocamentos quimicos (&) foram registrados em

ppm.
2.4 Atividade Antibacteriana

Na analise da atividade antimicrobiana de (1) e (2) foram realizadas conforme as normas M7-
A8, do Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI Supplement., 2013) .

2.5 Selecdo de cepas bacterianas

Para realizacdo dos testes foram utilizados micro-organismos padrdo American Type Culture

Collection — ATCC e isolados clinicos. As amostras bacterianas sao:



e Shigella flexneri (Amostra de fezes 278)

e Streptococcus agalactiae (Secrecdo vaginal 12092294)

e Acinetobacter baumannii (Secrecédo traqueal 12337641)

e Staphylococcus haemolyticus (Amostra de sangue 13084879)
e Proteus mirabilis (Secrecéo traqueal 557691)

e Staphylococcus epidermidis (Amostra de sangue 13079158)
e Enterobacter cloacae (12330175)

e Morganella morganii (5721529)

e Staphylococcus saprophyticus (13087266)

e Serratia marcescens (12285366)

e Salmonela spp. (Amostra de fezes 7855729)

e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

e Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

e Escherichia coli (ATCC 2592)

2.5 Preparo da solugéo (1)

Uma solucéo de (1) (Figura 4; 0,863 mg/mL em isopropanol) foi preparado e denominada de

STZC 1.
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Figura 4 - Representacao estrutural do 1,3-bis(2-metoxi-4-nitrofenil)triazeno

2.6 Preparo da solucdo (2)

Uma solucéo de (2) (Figura 5; 0,785 mg/mL em etanol) foi preparada e denominada de STZC 2.

|
/O " O\

Figura 5 - Representagdo estrutural do 1,3-bis(2-metoxi-5-nitrofenil)triazeno

2.7 Determinagdo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)



Em placas de plastico de 96 pocos, proprias para este fim, foram colocados 150 uL de caldo
Mueller Hinton. Logo ap6s, foram iniciadas diluicdes seriadas, a partir do acréscimo do mesmo volume
de STZC 1 e STZC 2, diluicdo, e transferéncia do mesmo volume da mistura para o0 pogo seguinte.

Apobs isolamento de colénias no meio adequado, foram selecionadas aquelas de padrdo
morfologico semelhante para o preparo de suspensdo em solucao salina (0,9%), de modo que a turbidez
da mesma seja semelhante ao da escala de Mac Farland padrdo 0,5. Foram inoculados 5 pL de suspensdo
bacteriana em cada pogo.

O controle positivo foi realizado a partir da aplicagdo de 20uL de substancia padrdo ouro de
atividade antimicrobiana no poco com o caldo Mueller Hinton, seguido da aplicacdo da suspensdo
bacteriana. As placas foram incubadas por, no minimo, 16 horas, a 35°C.

2.8 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Para a verificacdo de CBM, as diluicBes de atividade inibitoria positiva foram semeadas em
placas de Agar Nutriente, para observar se ouve ou nio formacgdo de coldnias, que significariam novo
crescimento bacteriano. Resultados positivos para crescimento bacteriano na placa caracterizaram a
atividade de STZC 1 e STZC 2 como bacteriostatico. Resultados negativos para crescimento bactericida
na placa caracterizaram a atividade do produto como bactericida (Simonetti et al., 2016).

2.9 Determinacéo da poténcia antibittica

Em placas de pléstico de 96 pocgos, proprias para este fim, foram colocados 150 pL de caldo
Mueller Hinton. Logo ap6s, foram iniciadas diluicGes seriadas, pelo acréscimo do mesmo volume de
Cloranfenicol (concentracdo inicial 20 pg/mL), depois de realizada a mistura, o0 mesmo volume foi
transferido para o pogo seguinte.

Das bactérias que apresentaram melhor resultado na determinacdo da Concentragdo Inibitéria
Minima foram isoladas colbnias, no meio adequado, e selecionadas aquelas de padrdo morfolégico
semelhante. As colbnias foram suspensas em solucéo salina 0,9%, previamente preparadas, de modo que
a turbidez da mesma seja semelhante ao da escala de Mac Farland padréo 0,5. Foram inoculados 5 pL de
suspensdo bacteriana em cada poco (Lourenco, 2009).

2.10 Verificagéo da Irritabilidade de (2)
Reproduzindo a metodologia descrita por ALVES (Alves, 2003; ANVISA BRASIL, 2003), o

ensaio in vitro de lesdo em hemacias de sangue de carneiro ocorreu conforme o descrito a seguir.

Foram coletados 2,0 mL de sangue de carneiro desfibrinado, em seguida, transferidos para um
tubo com tampa, e centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos. Apds descarte do sobrenadante, a papa de
hemécias passou por trés lavagens consecutivas com Tampédo Fosfato Salino para retirada dos resquicios
de plasma.

Foram realizadas diluicBes seriadas de STZC 2 em solugdo tampdo Fosfato Salino, com
mistura de 975 pL de tampédo e mesmo volume de produto-teste, e transferéncia para os tubos seguintes,
com descarte do volume final excedente.

Foram adicionados a mistura 25 pL da suspensdo de hemécias (completando o volume para
1000 uL). Ao final desta etapa, a suspensao formada pela mistura do produto com o tampéo e as heméacias

foi incubada & temperatura ambiente por 10 minutos, seguida de centrifugagcdo em 10.000 rpm por um



minuto. O sobrenadante foi transferido para uma cubeta 1cm® e medida a absorbancia em
espectrofotdbmetro de massas, nos comprimentos de onda 540 e 575nm. A suspensdo controle foi
composta por Tampdo Fosfato Salino e o produto-teste; o branco foi apenas o PBS, de modo que
minimizasse a interferéncia do mesmo na leitura dos dados.

O composto STZC 2 foi caracterizado pelo seu potencial de Irritabilidade, segundo o0s
pardmetros demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo do potencial de Irritacdo determinado pelo quociente da
concentracdo que provoca 50% de hemdlise (Hso) e o indice de desnaturagéo

ID):
= Grau de Irritabilidade Tipo de Irritacdo
<0,1 Irritante Maximo
0,1<x*<1 Irritante Severo
1<x<10 Irritante Moderado
10<x<100 Irritante leve
> 100 N&o irritante

X = quociente entre a concentragdo que provoca 50% de hemdlise (H50) e o indice de desnaturacéo (ID)

2.11 Teste de Atividade Hemolitica

A atividade hemolitica foi realizada através da incubacdo de STZC 1 e STZC 2 com 1%
de eritrécitos (cavalo e carneiro) adquirido comercialmente, as heméacias foram lavadas trés vezes com
PBS (solucdo salina de tampéo fosfato), pH 7,2, apds a lavagem foram diluidos 200 pL das hemécias em
20 mL de solucéo de PBS para preparo da suspensdo, a suspensdo de hemécias foi adicionada aos tubos
logo ap6s foi adicionado o produto triazeno seguido de diluigdes seriadas. Foi utilizado como controle
positivo 50 pl de &gua destilada e 50ul de heméacias e como controle negativo foi utilizado 50 pl de
solugdo de PBS com 50pl de hemécias. A atividade hemolitica foi expressa como a concentragdo maxima

da solucéo de triazeno que ndo causou hemolise.
2.12 Avaliacdo da citotoxicidade

Para esse estudo, foi utilizada linhagem de macréfagos RAW 264.7 de camundongos,
previamente obtida da Cole¢do Americana de cultura de células (ATCC). As células foram mantidas em
RPMI a -80 °C em solucdo de congelamento. Para os ensaios in vitro as células foram descongeladas a
temperatura ambiente e expandidas em frascos de cultura celular de 750 cm? (Corning Glass Workers,
NY, EUA), a temperatura de 37°C, em estufa incubadora umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO..
Assim, ocorreu a proliferagdo dos macréfagos que, progressivamente, colonizaram a superficie das

garrafas, formando uma monocamada celular continua.

A citotoxicidade do extrato foi avaliada utilizando-se o ensaio colorimétrico baseado no sal de
tetraz6lio, MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H tetrazolio) (MOSMANN, 1983).



Para isso, as células RAW 264.7 foram cultivadas em placas de 96 pocos e fundo chato a uma
concentracdo de 1 x 10° células/mL, e incubadas por uma hora em meio RPMI, a 37 °C, com atmosfera
contendo 5% de CO,. Apds esse periodo inicial de incubacdo, as células aderentes foram tratadas com
diferentes concentracGes dos triazenos. Apés vinte e quatro horas, foi retirado o meio e adicionado uma
solugdo de MTT (5 mg/mL), e apés 3 h de incubagdo com o MTT foram acrescentados 100 pL de SDS a
10%, diluido em HCI (0,01 N). A quantificagdo da DO foi medida a 540 nm em espectrofotdmetro
(Molecular Devices, SpectraMax® Plus 384). Os resultados foram expressos em porcentagem de

citotoxicidade celular, e esta foi calculada a partir da seguinte equacéo:

% Citotoxicidade = [1- (Absorbancia do teste/Absorbancia do branco)] *100

A citotoxicidade foi expressa em porcentagem e comparada e todos os dados obtidos foram
comparados com o grupo controle negativo, constituido apenas de meio RPMI completo e macréfagos, e
com o grupo controle positivo, ao qual fora acrescentado Triton X100 (1%).

3 Resultados e Discussdes
3.1 Sinteses dos triazenos
3.1.1 Triazeno 1,3-bis(2-metoxi-4-nitrofenil)triazeno

A sintese do ligante triazeno 1,3-bis(2-metoxi-4-nitrofenil)triazeno foi realizado, de acordo com
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O composto 1,3-bis(2-metoxi-4-nitrofenil)triazeno foi obtido a partir da diazotacdo da 2-metoxi-4-

nitroanilina (PF: 139 -142° C) com nitrito isoamilico, na proporgao de 2:1.

Preparou-se uma solucéo contendo 0,5 g (2,97 mmol) de 2-metoxi-4-nitroanilina, dissolvidos em 30,0 mL
de metanol, o qual adicionou-se sob agitacdo magnética e temperatura ambiente, uma solucéo de nitrito
isoamilico (CsH11NO2, D = 0,872g/mL) com 0,20 mL (1,48 mmol).

Observou-se a formacdo de um precipitado laranja, conforme mostra a Figura 6. Separou-se o
produto por filtragdo a vacuo e lavou-se o precipitado repetidas vezes com etanol. Por fim, secou-se o

produto sélido laranja amorfo a temperatura ambiente.



Figura 6 - Composto 1,3-bis(2-metoxi-4-nitrofenil)triazeno

Recristalizagdo em uma mistura de etanol/THF (etanol/tetrahidrofurano; 10 mL/30 mL).

O produto s6lido obtido é solivel em solventes de uso comum em laboratério de sintese como
acetona e THF; parcialmente soltivel em acetonitrila e acetato de etila. Insoldvel em metanol, etanol e éter

etilico

3.1.2 Caracterizacdo do triazeno 1,3-bis(2-metoxi-4-nitrofenil)triazeno
Rendimento Exp.: 0,3508g (60%)

Rendimento Teor.: 0,5848g

Andlise Elementar (%0): C1sH1sNsO7: C, 48,85; H, 4,87; N, 17,80. Experimental: C, 48,82; H, 4,37; N,
18,30.

P.F.: 203-205°C

Espectroscopia de Infravermelho (KBr, cm™): Principais bandas observadas nas regidesvas(NH) =
3324 cmt; v (O-Hetanol) = 3448 cm?; veim(C-O-C) = 1086 cml; vgs (C-O-C) = 1254 cm'®; v (NO2) = 1519
cmt; v (C=C) = 1592 cm™; v (N=N ) = 1467 cm%; v (N-N) = 1164 cm%; v (C-N) = 863 cm™™.

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *H, 300 MHz, (CD3)CO, ppm): § 1,82-1,75 (s,CHj3), 2,85-
2,282 (d,CH,), 3,66-3,59) (m, -OCHs), 4,10 (s, 1H, NH), 3,96-3,95 (s, 1H, OH), 7,93-7,88 (m, 6H, ArH).

Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *3C, 75,43 MHz, CDCls, ppm): 56,73(s,
C1,C2,0CHj3),107,27(5,C16,C26,0,NCsHs3), 117,66 (s, C13, C15, C23, C25, O2NCgH3).

3.2.1 Triazeno 1,3-bis(2-metoxi-5-nitrofenil)triazeno

A sintese do ligante triazeno 1,3-bis(2-metoxi-5-nitrofenil)triazeno foi realizado, de acordo com

0 Esquema 2.
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O composto 1,3-bis(2-metoxi-5-nitrofenil)triazeno (Figura 7) foi obtido a partir da

desnitrificacdo da amina 2-metoxi-5-nitroanilina com nitrito de isoamilico (2:1).

Figura 7 - Composto 1,3-bis(2-metoxi-5-nitrofenil)triazeno
Recristalizacdo em uma mistura de THF/DMF (tetrahidrofurano/dimetilformida; 30,0mL/10,0mL).

O produto s6lido obtido foi solivel em THF e DMF; parcialmente solGvel em CHCls,. Insoltvel em

metanol, etanol, acetonitrila, acetato de etila e éter etilico.

3.2.2 Caracterizacao do triazeno 1,3-bis(2-metoxi-5-nitrofenil)triazeno
Rendimento Exp.: 0,3508 g (60%)
Rendimento Teor.: 0,5848 g

Anélise Elementar (%0): C16H19NsO7: C, 48,85; H, 4,87; N, 17,80. Experimental: C, 48,84; H, 4,57; N,
17,75.

P.F.: 210-212 °C

Espectroscopia de Infravermelho (KBr, cm™): vas(NH) = 3324 cm'?; v5(C-O-C) = 1086 cm™; v o5 (C-O-
C) = 1254 cm®; v (NO2) = 1519 cm}; v (C=C) = 1592 cm'®; v (N=N) = 1467 cm®; v (N-N) = 1164 cm;
v (C-N) = 863 cm'™.

3.3 Atividade Antibacteriana de STZC 1e STZC 2

3.3.1 Concentragdo Inibitdria Minima (CIM)



Na determinagdo da concentracdo inibitéria minima, pelo método de microdiluigdo, o0 STZC 1
apresentou potencial antibacteriano frente a todos os microrganismos testados, especialmente,
Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
25922, Proteus mirabilis ATCC 7002 e Enterobacter cloacea IC 12330175, sendo inibida a partir da
concentragdo 26,97 pg/mL; o STZC 2 apresentou potencial antibacteriano contra todos os
microrganismos testados, especialmente, Staphylococcus haemolyticus IC 13084879, Escherichia coli
ATCC 25922 e Salmonella enteritidis ATCC 13076, sendo inibida a partir da concentra¢do 24,53 pg/mL,

como mostra a Tabela 2.

Tabela 2 - Concentragao Inibitéria Minima (CIM) in vitro de STZC 1 e STZC 2, sobre cepas
bacteriana de referéncia e isolados clinicos

Microrganismo CIM?1? o] \VE

STzZC1 STZC?2
Staphylococcus aureus ATTC 25923 53,94 49,06
Staphylococcus haemolyticus 1C 13084879 53,94 24,53
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 26,97 49,06
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 26,97 49,06
Escherichia coli ATCC 25922 26,97 24,53
Salmonella enteritidis ATCC 13076 53,94 24,53
Proteus mirabilis ATCC 7002 26,97 49,06
Enterobacter cloacea IC 12330175 26,97 49,06
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 53,94 98,12

1CIM em pg/mL;
C*: Cloranfenicol
2C: Isopropanol
3C": Etanol

Os resultados apresentados corroboram com os estudos de RAMPELOTTO et al. (R. F.
Rampelotto, V. V. Lorenzoni, G. A. de Moraes, M. Tizotti, M. Horner, 2016), que demonstram que 0s
compostos triazenos apresentam efetividade na inibicdo do crescimento de bactérias Gram-Positivas e

Gram-Negativas.

3.3.2 Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

A partir dos resultados de inibicdo bacteriana positiva, determinados na CIM, o contelido dos
pogos foi inoculado em Agar Nutriente para reativacio de possiveis colonias de bactérias, estaticas a
presenca do triazeno diluido. Deste modo, para verificacdo da atividade, se bactericida ou bacteriostatica,
a concentracdo bactericida minima esta relacionada com a menor concentra¢do que provocou morte das

coldnias de bactérias, resultando na impossibilidade de novo crescimento na placa, conforme a Tabela 3.



Tabela 3 - Concentracdo Bactericida Minima (CBM) in vitro de STZC 1 e STZC 2,
sobre cepas bacteriana de referéncia e isolados clinicos

Microrganismo CBM2 CBM13
STZC1 STZC 2
Staphylococcus aureus ATTC 25923 215,75 196,06
Staphylococcus haemolyticus IC 13084879 107,87 98,12
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 26,97 98,12
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 53,94 98,12
Escherichia coli ATCC 25922 53,94 98,12
Salmonella enteritidis ATCC 13076 53,94 24,53
Proteus mirabilis ATCC 7002 53,94 196,06
Enterobacter cloacea IC 12330175 53,94 98,12
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 215,75 98,12

1CBM em pg/mL;
C*: Cloranfenicol
2C": Isopropanol
3C": Etanol

Para STZC 1, a menor CBM encontrada foi de 26,97 pg/mL para Streptococcus pyogenes
ATCC 19615 e para as amostras de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Proteus mirabilis ATCC 7002 e Enterobacter cloacea IC
12330175 foi de 53,94 pg/mL.

Para STZC 2, a menor CBM encontrada foi de 24,53 pg/mL para Salmonella enteritidis ATCC
13076 e para as amostras de Staphylococcus haemolyticus IC 13084879, Streptococcus pyogenes ATCC
19615, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Enterobacter cloacea IC
12330175 e Acinetobacter baumannii ATCC 19606 foi de 98,12 ug/mL. A CBM determina a atividade
bactericida ou bacteriostatica para estas amostras. Mostrando a importancia desta solucdo como uma
possivel opcdo terapéutica, visto que estas bactérias sdo de alta prevaléncia entre as bactérias

multirresistentes encontradas em ambiente hospitalar.

A Tabela 3 demonstra a atividade bactericida de STZC 1 e STZC 2 contra as espécies
Salmonella enteritidis ATCC 13076 e Acinetobacter baumannii ATCC 19606, visto que a concentragédo
que provocou inibicdo do crescimento bacteriano (CIM, descrito Tabela 2) ndo permitiu sua reativacdo
em meio nutritivo.

A atividade bactericida do composto contra Acinetobacter baumannii ATCC 19606 é semelhante

a descrita por PARAGINSKI et al. (Paraginski et al., 2014), no composto de mesma classe.



Importante ressaltar que os resultados aparecem de maneira semelhante, porem o produto é
sintético e inédito, podendo ser comparado a outros de sua classe, porém, passivo de resultados
diferenciados.

3.3.3 Teste de Atividade Hemolitica

O teste de hemdlise faz uma avaliacdo preliminar da toxicidade de uma substancia de forma a
avaliar a viabilidade de uso do mesmo. Este ensaio permite quantificar os efeitos adversos de ingredientes
isolados e de produtos acabados sobre a membrana plasmatica das hemacias e a consequente liberacao da
hemoglobina (hemolise) (Alves, 2003).

Tabela 4 - Concentracdo de STZC 1 e STZC 2 nao hemolitica em sangue de Carneiro desfibrinado

Triazeno Concentracao Inicial* Concentracdo minima
hemolitica?

STZC1 863 34,52

STZC 2 785 31,40

1

CMH (Concentracdo Minima onde ndo houve Hemdlise) em pg/mL
2

Controle Negativo — isopropanol e etanol a 100%

Os STZC 1 e STZC 2, em baixas concentragdes, ndo apresentam atividade hemolitica contra
células sanguineas. Nas concentracdes mais altas, se faz necessario o uso de outras técnicas para a

confirmac&o de sua toxicidade.
3.3.4 Determinacao da Poténcia de STZC 2

A analise foi realizada com as bactérias inibidas com a menor concentracdo de STZC 2, sendo
utilizadas, portando, as espécies Staphylococcus haemolyticus IC 13084879, Escherichia coli ATCC
25922 e Salmonella enteritidis ATCC 13076.

Pela diluicdo de um antibacteriano conhecido, o Cloranfenicol 20 pg/mL, seguida do indculo
das bactérias nas mesmas quantidades e volumes que as o teste de determinacdo da CIM, foi observado
que, em concentracdes superiores a 0,15ug/mL, ocorreu a inibicdo do crescimento de Staphylococcus
haemolyticus 1C 13084879 e Escherichia coli ATCC 25922; e em concentragdes superiores a 0,31pg/mL,

foi inibido o crescimento de Salmonella enteritidis ATCC 13076, como mostra a Tabela 5.



Tabela 5 - Concentragdo Inibitéria Minima de Cloranfenicol, cuja concentracéo inicial era

de 20 pg/mL

Microrganismo CIM*
Staphylococcus haemolyticus IC 13084879 0,15ug/mL
Escherichia coli ATCC 25922 0,15ug/mL
Salmonella enteritidis ATCC 13076 0,31pg/mL

CIM°®= Concentracéo Inibitéria Minima do Cloranfenicol

Para a determinacdo da poténcia do produto testado neste trabalho, o STZC 2 é necesséario

realizar a correlacédo entre os resultados da CIM do composto em analise com os do antibidtico conhecido.

Deste modo, numericamente, temos:

P = CIMq X 100
CIMc

Tabela 6 - Determinacao da poténcia do STZC 2, em relagéo a atividade do antibidtico

conhecido, Cloranfenicol [20pug/mL]

Microrganismo CIM; CIM, P
Staphylococcus haemolyticus IC 13084879 2,4 pg/mL 0,15pg/mL 1600
Escherichia coli ATCC 25922 2,4 ug/mL 0,15ug/mL 1600
Salmonella enteritidis ATCC 13076 2,4 ug/mL 0,31pg/mL 774

CIM": Concentragdo Inibitéria Minima do Triazeno
CIM® = Concentragdo Inibitéria Minima do Cloranfenicol
P: Poténcia

A comparagdo entre a atividade do STZC 2 e a do Cloranfenicol contra as bactérias inibidas com

apontou que o antibiotico apresentou poténcia de 1600 vezes maior que o composto em analise.

3.3.4 Irritabilidade dos Triazenos

Observando os resultados da triplicata em espectrofotometria, e aplicando-lhes em anélise

estatistica que relaciona a concentracdo que provoca 50% de hemélise (Hso) e o Indice de Desnaturagéo

(ID), obteve-se a caracterizacdo de STZC 2 como Irritante Severo, de acordo com a Tabela 7.

Tabela 7. indice de Irritabilidade dos Triazenos

Experimento Hso mg/mL ID (%)
1 0,33 0,4
2 0,33 0,4
3 0,33 0,4

IS = Irritante Severo

Hso/ID

fe 2

o

Irritabilidade

As andlises da toxicidade dos triazenos descritas em literatura sdo relacionadas as pesquisas

realizadas por PARAGINSKI et al. (Paraginski et al., 2014), pela exposi¢do da espécie Artemia salina

Leach e ao contato com alguns produtos triazenos, diferentes do abordado neste trabalho.



GARZON et al. (L. R. Garzon; M. S. Nunes; R. Martini; R. F. Rampelotto; R. Horner; A.
Locatelli; M. Horner, 2015) aborda a citotoxicidade de compostos da mesma classe, quando em contato
com células leucémicas, demonstrando resultados efetivos contra as mesmas, pela reducéo do percentual

de viabilidade das células com alteracdes fenotipicas.

O estudo de irritabilidade demonstrou que o STZC 2 é um agente Irritante Severo, indicando a

necessidade de maiores cuidados na manipulacéo desses produtos.
3.3.5 Citoxicidade sobre macréfagos

Os resultados de toxicidade celular obtidos mostraram que 0s triazenos se apresentaram téxicas a
cultura de células, sendo essas diferentes estatisticamente ao controle negativo. Em 24 horas de
tratamento o composto 1,3-bis(2-metoxi-4-nitrofenil)triazeno (STZC 1) apresentou uma toxicidade de
100% na concentracdo de 47 pg/mL e o composto 1,3-bis(2-metoxi-5-nitrofenil)triazeno (STZC 2)

apresentou toxicidade de 82,47% na concentracdo de 9 pg/mL, conforme a Figura 8.
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Figura 8 - Toxicidade dos compostos STZC 1 e STZC 2 em macréfagos humanos. A avaliacéo da citoxicidade foi avaliada
por incubagdo com MTT (5mg/mL), por 3 horas, & 37°C com estabilizagdo colorimétrico com SDS (10%) overnight com
posterior leitura da absorbancia a 540 nm. Os dados estdo expressos em média + desvio padrdo do percentual de
citotoxicidade para quatro individuos em triplicata; * p< 0,05, para o teste de Mann-Whitney, comparado ao controle

negativo.

No teste de citoxicidade com MTT ap0s a exposi¢do com os triazenos, de acordo com o Teste
One-Way ANOVA houve aumento significativo de toxicidade para todas as concentragcdes e C+ em

relacdo ao controle negativo, o que sugere que ndo ha diferenca entre o uso de qualquer um dos triazenos.



4 Conclusodes

Os compostos STZC 1 e STZC 2 apresentam potencial para ser utilizado como agente
antimicrobiano, por apresentarem baixa toxicidade e atividades frente a resisténcia das cepas bacterianas
selecionadas.

O estudo de irritabilidade demonstrou que o STZC 2 é um agente Irritante Severo, indicando a

necessidade de maiores cuidados na manipulacéo desses produtos.
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2 Como incluir Figuras

As figuras devem estar preferencialmente no formato Pdf ou Tiff. Vocé pode
incluir figuras em seu trabalho. Por exemplo, veja a Figura 1.
Vocé também pode incluir e referenciar subfiguras, conforme Figura 2 como

Figura 2(a) e Figura 2 (b).
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Figura 2 — Exemplo de figura com duas imagens, figura 2(a) e figura 2 (b)
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3 Exemplos de tabelas e equagoes
Um exemplo de tabela

Tabela 1 — Example table 1

Name

Name Name

John Doe 12333 23333
Richard Miles 12323 48989

Quando as tabelas sdao grandes coloca-las em mais de uma pagina, mas nunca

passando das margens da folha. Um exemplo disso pode ser verificada na Tabela 2.

Tabela 2 — Tabela grande

Latitude (°) Longitude (°) Latitude (°) Longitude (°)

P1 25°2525,000000” -25°25’25,000000” 25°2525,000000” -25°25’25,000000”
P2 -25°25’25,000000” 120°25’25,000000” -25°25’25,000000” 120°25’25,000000”
P3 00°00'0,003240” 89°59'59,996760” 00°00’0,003240” 89°59'59,996760”
Pa 00°000,003240” 179°59’59,996760” 00°00'0,003240” 179°59’59,996760”
Ps 89°59'59,995442” 45°00’00,000000” 89°59'59,995442” 45°00°00,000000”
Ps -89°59'59,995442” -135°00’00,000000” -89°59'59,995442” -135°00’00,000000”
Pz 89°59'59,995442” 45°00’00,000000” 89°59'59,995442” 45°00°00,000000”
Ps -89°59'59,995442" -135°00’00,000000” -89°59’59,995442” -135°00’00,000000”
Po 89°59'59,995442" 45°00’00,000000” 89°59'59,995442" 45°00’00,000000”
P1o -89°59'59,995442" -135°0000,000000” -89°59'59,995442” -135°00’00,000000”
Pu 89°59'59,995442" 45°00’00,000000” 89°59'59,995442" 45°00’00,000000”

Um exemplo de equacdo numerada pode ser verificado em (1).



d(F,P) = /zg+(cfvp)2 (1)

Somente equacdes referenciadas no texto devem ser numeradas.
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5 Conclusoes

Inclua suas conclusdes aqui. nonon nnon ono non N 0 NONO NONONO nonon
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