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RESUMO

Introducéo: de uma forma alarmante, estudos demonstraram que nos ultimos 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, os
compostos triazenos vém demonstrado-se como uma classe promissora de metalofarmacos,
com significativa atividade antimicrobiana. Além do mais, a associacao do radical
farmacoférico triazenos com metais, como o ouro, favorece a producdo de moléculas com
maior atividade bioldgica.

Objetivo: avaliar a atividade antibacteriana in vitro do composto triazenos inédito
complexado com ouro no estado de oxidagao I {(1-(2-bromofenil)-3-(2-nitrofenil)
triazenido(trifenilfosfina)ouro(I)}, frente a cepas bacterianas padroes de referéncia American
Type Culture Collection e isolados clinicos com resisténcia multipla as drogas (MDR).
Métodos: a atividade antibacteriana do composto triazenos foi determinada através do
método de Concentracdo Inibitéria Minima, baseado no Clinical and Laboratory Standards
Institute de 2012. A CIM foi caracterizada visualmente, como a menor concentracao que
inibiu completamente o crescimento dos microrganismos nos pogos de diluigao.
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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.

Conclusédo: o complexo triazenos apresentou estreito espectro de acdo, sendo ativo
somente frente aos microrganismos classificados como Gram positivos, demonstrando assim
uma alternativa para a concepcdo de uma nova classe de metalofarmacos com atividade
antibacteriana.

Palavras-chave: triazenos, atividade antibacteriana, ouro, resisténcia.

RESUMEN

Introduccién: de 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 estas, los compuestos triazenos se muestran
como una clase prometedora de metalofarmacos con actividad antimicrobiana
significativa. Por otra parte, la asociacién de triazeno farmacdéforo radical con
metales como el oro favorece la produccién de moléculas con actividad bioldgica
superior.

Objetivo: evaluar la actividad antibacteriana in vitro del compuesto sin
precedentes triazeno complejado con oro en el estado de oxidacion I
{(1-(2-bromofenil)-3-(2-nitrofenil)triazenido(trifenilfosfina)ouro(I)}, frente a las
cepas de las normas bacterianas, cepas de referencia American Type Culture
Collection y los aislados clinicos con resistencia multiple a los medicamentos.
Métodos: la actividad antibacteriana del triazeno compuesto se determind por el
método de la concentracidn inhibitoria minima, sobre la base de estandares
clinicos y de laboratorio de 2012. Este método se caracteriza visualmente como
la menor concentracidon que inhibié completamente el crecimiento de
microorganismos en los pocillos de dilucion.

Resultados: el compuesto de ensayo mostré actividad antibacteriana
pronunciada, el cual fue activo en 43,4 % (10/23) de las bacterias ensayadas, uy
mostré ser selectivo contra las cepas grampositivas.

Conclusioén: el complejo triazeno mostré estrecho espectro de accién, el cual es
activo solo frente a los microorganismos clasificados como grampositivos, lo que
demuestra una alternativa para la concepcién de una nueva clase de
metalofarmacos con actividad antibacteriana.

Palabras clave: triazenos, actividad antibacteriana, oro, resistencia.

ABSTRACT

Introduction: several studies have revealed that the increase of bacterial
resistance to antibiotic is really alarming in the last few years. Consequently, the
discovery of new active substances is a must and the triazene compounds appear
as a promising class of metal drugs with significant antimicrobial action. On the
other hand, the association of radical pharmacophorous triazene with metals such
as gold facilitates the production of greater biological action molecules.
Objective: to evaluate the in vitro antibacterial activity of this unprecedented
compound called gold complexed with triazene at oxidation state I
{(1-(2-bromophenyl)-3-(2-nitrophenyl)triazenide(triphenylphosphane)gold(I)}
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against the bacterial standard strains, American Type Culture Collection reference
strains and the multiple drug resistance clinical isolates.

Methods: the antibacterial activity of the compound triazene was estimated by the
minimal inhibitory concentration method on the basis of the clinical and laboratory
standards 2012. This method is visually characterized as the lowest concentration
that fully inhibited the bacterial growth in the dilution wells.

Results: the tested compound showed significant antibacterial activity, being active
in 43.4 % (10/23) of tested bacteria and selective for Gram-positive strains.
Conclusions: triazene complex showed narrow action spectrum since it is only
active against Gram-positive microorganisms, which is in turn an alternative for
conception of a new class of metal drugs with antibacterial action.

Keywords: triazenes, antibacterial activity, gold, resistance.

INTRODUCAO

O uso indiscriminado de antimicrobianos em terapias empiricas tem sido o grande
contribuinte para o aumento da resisténcia bacteriana, diminuindo assim o arsenal
de drogas disponiveis.! Embora novos farmacos encontram-se em
desenvolvimento, de acordo com a literatura nenhuma nova classe de
antimicrobianos foi descoberta nos ultimos anos.? A busca por novos farmacos tem
sido a importante meta da quimica medicinal, principalmente, por fdrmacos
inovadores, que possam ser mais eficientes para o tratamento das infecgdes, com
novos mecanismos de acdo e que ndo sejam reconhecidos pelas bactérias.3

Em razdo disso, os compostos triazenos (TZC) sao 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).6 Compostos desta classe sdo capazes de
interagir com a molécula de Acido Desoxirribonucléico (DNA), conferindo diferentes
propriedades bioldgicas ja comprovadas, tais como antibacterianas, antifingicas,
antiprotozoarias, citotéxicas e de nucleasse quimica através da clivagem do
DNA.%57 Além do mais, possuem atividade antimicrobiana relatada desde 1966
contra Aspergillus flavus, Candida albicans, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Mycobacterium phlei.8

Ao associar o radical farmacoférico TZC com metais que possuem atividade
bioldgica como o ouro, pode-se ampliar a atividade bioldgica, devido que muitas
metalodrogas imitam a fungdo bioldgica das enzimas humanas clivando, dessa
forma, o DNA sob condicGes 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
multipla as drogas (MDR), obtidos do Laboratério de Microbiologia do Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM), Santa Maria, Rio Grande do Sul.
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METODOS

COMPOSTO TRIAZENO

O composto triazeno complexado com ouro no estado de oxidagao I
{(1-(2-nitrofenil)-3-(2-bromofenil)triazenido(trifeilfosfina)ouro (1)} (Fig.), foi
previamente sintetizado e caracterizado no Nucleo de Investigagdo de Triazenos e
Complexos (NITriCo) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Fig. Projegdo estrutural do complexo composto
{[1-{2-bromafenil}-3-{2-nitrafenil}triazenidotrifeilfasfina)ouro (I},

AVALIACAO 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:Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, P. aeruginosa ATCC 27859,Salmonella
thyphymurium ATCC 14028. Gram positivas: 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.
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Também foram avaliados 11 isolados clinicos MDR, obtidos no Laboratério de
Microbiologia do HUSM, sendo eles, GN: Acinetobacter baumannii MDR 34, A.
baumannii MDR 47, E. coli MDR 329, K. pneumoniae MDR 806, K. pneumoniae MDR
983 e P. aeruginosa MDR 64. GP: S. aureus MDR 27, S. aureus MDR 28, S. aureus
MDR 31, S. epidermidis MDR 27, S. epidermidis MDR 102.

DETERMINACAO DA CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA

A ativacao das bactérias desse estudo foi realizada utilizando o meio agar de soja e
tripticaseina (TSA), por 24 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 2012.1° O composto estudado
foi diluido em etanol e dgua (1:1) na concentracdo 2 560 ug/mL e apos foram
realizadas sucessivas diluicdes nas concentragdes 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 Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) foi determinada visualmente,
como a menor concentracdo que inibiu completamente o crescimento dos
microrganismos nos pocos de diluicao. Cada ensaio foi realizado em duplicata.

Conceitos éticos

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

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).
Analisando os 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 MDR de S.
aureus 26 com valor de CIM de 16 pg/mL.

Tabela. Perfil de atividade do composto
{[1-{2-bromofenil}- 3-(2-nitrofenil}triazenido(trifeilfosfinalouro (I}
frente &s cepas ATCC e isolados bacterianos MDR

Cepas ATCC e isolados bacterianos MDR CIM {pg/mL)
Enterococcus faecalis ATCC 51299 54
Enterococcus faecalis ATCC 29212 32
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 54
Staphylococcus aureus ATCC 25923 64
Staphylococcus aureus ATCC 29213 G4
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 64
Bacillus cereus ATCC 14579 54
Staphylococcus aureus MDOR 27 16
Staphylococcus epidermidis MDR. 27 64
Staphylococcus epidermidis MDR. 102 G4
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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 ug/mL, sendo uma ATCC e duas MDR.

O composto também foi capaz de inibir o crescimento das cepas de B. cereus ATCC
1457, E. faecalis ATCC 51299, S. aureus ATCC 2592, S. aureus ATCC 2921, S.
saprophyticus ATCC 15305, com valor de CIM de 64 ug/mL. ]a, para os demais, o
composto obteve valores de CIM >128 pg/mL.

DISCUSSAO

O composto TZC em estudo demonstrou estreito espectro, entretanto, apresentou
pronunciada atividade antibacteriana frente a bactérias GP, em cepas ATCC e
isolados MDR, registrando valores de CIM entre 16-64 ug/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 protecdo e manutengao da pressao osmética, os
resultados podem estar relacionados com a inibicdo da sintese do mesmo,
conduzindo assim a morte celular.'! Barreiro e colaboradores relatam que o metal
ouro age inibindo a proliferagdo bacteriana, dessa forma, ocorre o bloqueio da
citocinese celular.!?

O composto em estudo mostrou-se mais efetivo frente o isolado clinico designado
como S. aureus MDR 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 dulvida, esse é o patdgeno mais importante entre os
Staphylococcus, caracterizado como causador de uma variedade de processos
infecciosos, que incluem desde infecgbes cutdneas benignas até doengas
potencialmente fatais.'* Em um estudo realizado com a finalidade de comparacao
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, em 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 g/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 um S. epidermidis meticilina
resistente (MRSE), genes mecA e icaD positivos, ou seja, produtores de biofilme.
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 analise, demonstrando eficacia frente a dois
isolados de S. epidermidis MDR.# Roymahapatra e colaboradores em sua pesquisa,
com complexos de ouro com pirazina, evidenciaram que esses compostos quando
associados ao ouro, sdo capazes de inibir a formacgdo de biofilme em bactérias GP,
isto se deve a possibilidade de um aumento na permeabilidade da membrana
celular bacteriana.'®

Em relacao 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,
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com CIM de 32 pg/mL.” Esse microrganismo tem sua patogenicidade relacionada as
infecgOes alimentares, ou até mesmo infecgbes 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 pyg/mL. Esses resultados sao de extrema importancia, pois as bactérias testadas
tratam-se de Enterococcus 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, em 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 ug/mL.}” Nossos resultados sao 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 etapas da sintese bacteriana*!! e clivando o DNA, 8 conduzindo assim a
morte celular. Além 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 acao reduzido, sendo ativo frente a cepas e isolados GP, demostrando ser uma
alternativa na concepgdo para nova classe de metalofarmacos com atividade
antibacteriana. Entretanto, estudos complementares devem ser realizados, para a
avaliagdo de outros pardmetros bioldgicos, bem como, a sua toxicidade e a eficacia
terapéutica.
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