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RESUMO: O composto quimico inédito utilizado neste trabalho foi o 1,3-bis(2-metoxi-4-
nitrofenil)triazeno pertencente 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 biologica, 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 avaliacdo da atividade biologica e
0 potencial antimicrobiano do triazeno 1,3-bis(2-metoxi-4-nitrofenil)triazeno (TZC). Foram
realizados testes das atividades antimicrobianas do TZC, mediante avaliagdo da sensibilidade
da solucdo do composto frente as bactérias ATCC’s (American Type Culture Collection,
ATCC) e isolados clinicos, aplicando-se ensaios microbioldgicos 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 do TZC, frente a

resisténcia das cepas bacterianas selecionadas.
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ABSTRACT: The novel chemical compound used in this work was the 1,3-bis(2-methoxy-4-
nitrophenyl)triazene 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 evaluation of the biological activity and antimicrobial potential of triazene 1,3-bis (2-
methoxy-4-nitrophenyl) triazene (TZC). The antimicrobial activity of TZC was tested by
evaluating the sensitivity of the compound solution to the ATCC (American Type Culture
Collection, ATCC) and clinical isolates, and standardized microbiological assays were applied.
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 TZC, against the resistance of

the bacterial strains selected.

KEYWORDS: Triazene, Antimicrobial Activity, Gram-positive and Gram-negative.

1. INTRODUCAO

Triazenos sdo compostos quimicos, cujo grupo funcional inorganico insaturado
envolve cadeias abertas contendo trés atomos de nitrogénio interligados em sequéncia,
compondo o grupo funcional denominado de triazenila (N=N-NH), conforme a Figura 1
(SANTOS, 2005).

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

Fonte: SANTOS (2005).
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Estas cadeias nitrogenadas, que apresentam 3, 4, 5 ou mais atomos de nitrogénio em
sequéncia, podem ser facilmente estabilizadas por substituintes estrategicamente selecionados
(R, R’), permitindo assim VArias possibilidades de coordenacdo, por proporcionarem uma
grande disponibilidade eletrdnica em funcdo da geometria molecular e da presenca dos sitios
doadores de elétrons (VILLIS, 2007).

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 preparacao de sais de diazonio (HORNER, 2008).

Figura 2. Representacdo da formula estrutural do 1,3-bis(fenil)triazeno

@‘\{eNm/‘@
N N

Esses compostos sdo estratégicos na quimica da coordenacdo, pois os ligantes
nitrogenados podem se coordenar a centros metalicos, formando diversas estruturas com
diferentes tipos de ions. Outro ponto interessante estd no fato de que muitos triazenos
apresentam atividade bioldgica. 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 acdo nas membranas celulares e
capacidade de formar ligacdes de hidrogénio (KOEHLER, 2007; SANTOS, 2005).

1.1 A importéncia dos triazenos

Segundo Santos (2005), uma nova série de novos compostos triazenos vem sendo
desenvolvidas como protétipo para intercalacdo no DNA, objetivando-se uma alternativa aos
atuais tratamentos, seja como quimioterapico, antitripanossémicos ou antimicrobianos, bem

como a atual resisténcia enfrentada por muitas drogas comercializadas hoje.

No decorrer das ultimas décadas, o desenvolvimento de farmacos eficientes no combate
a infeccOes bacterianas revolucionou o tratamento medico, ocasionando a redugdo dréstica da
mortalidade causada por doengas microbianas. Por outro lado, a disseminacdo do uso de

antibidticos lamentavelmente fez com que as bactérias também desenvolvessem defesas
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relativas aos agentes antibacterianos, com o consequente aparecimento de resisténcia. O
fendmeno da resisténcia bacteriana a diversos antibioticos e agentes quimioterapicos impde
sérias limitagBes as opcbes para o tratamento de infeccBGes bacterianas, representando uma
ameaca para a salde publica. Esta resisténcia prolifera-se rapidamente através de transferéncia
genética, atingindo algumas das principais bactérias Gram-positivas, como enterococos,
estafilococos e estreptococos (RANG, 2001; WALSH, 2000).

O combate a resisténcia bacteriana € um problema de saude pablica mundial e deve ser
abordado sob vérios aspectos. O entendimento dos processos relacionados a acdo de
antibidticos e ao surgimento da resisténcia, o planejamento, a sintese e avaliacdo farmacologica
de novos agentes antimicrobianos mais potentes, sua posterior aplicacdo terapéutica de forma
racional e a adogdo de normas para controle de infeccbes no meio hospitalar representam
diferentes niveis de aces continuas e interligadas. FArmacos com novos mecanismos de acao
deverdo apresentar vantagens no combate a micro-organismos resistentes e a emergéncia de
novos patdgenos (GUIMARAES, 2010; SILVEIRA, 2006).

A atividade antibacteriana de compostos triazenos tem sido pouco explorada, alguns
autores ja& avaliaram a atividade frente a bactérias e fungos e obtiveram sucesso, Paraginski et
al (2014), avaliou a atividade de 15 compostos triazenos, incluindo um complexo de vanadio e
um sal de potassio de um hidroxitriazeno, frente a varias bactérias, incluindo cepas ESBL (j3-
lactamases de espectro ampliado). Eles foram ativos frente a bactérias multirresistentes,
incluindo cepas produtoras de ESBL, MBL (metalo-p-lactamases) e do gene AmpC o qual
medeia a produgdo de B-lactamases cromossdmicas induziveis as quais conferem resisténcia
aos antibacterianos B-lactdmicos e ndo sdo inibidas pelo &cido clavulanico. Essas evidéncias
tém grande impacto na atualidade devido a esses mecanismos de resisténcia bacteriana estarem
entre 0s mais prevalentes. Este estudo serviu para direcionar os compostos mais ativos de
acordo com os substituintes presentes, no caso, 0s grupos hidroxila, carboxilico, nitro e amida,
sendo os mais ativos aqueles diariltriazenos substituidos com os grupos hidroxil, carboxifenil e

(fenildiazenil)fenil.

Atualmente, ndo € raro o isolamento de microrganismos resistentes a antibidticos
existentes no comércio, decorrente, em grande parte, do uso indiscriminado destes
medicamentos, o que justifica a sintese constante de novos compostos triazenos, que através de

avaliacdo da atividade biologica, podem apresentar resultados satisfatorios no campo da
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medicina, como antimicrobianos, quimioterapicos, ou até mesmo como nucleases com acgéo
especifica, para que possam ser utilizadas como ferramenta nas técnicas de biologia molecular.
(SANTOQOS, 2005).

Um dos usos mais difundidos dos triazenos € no desenvolvimento de moléculas que
apresentem atividade bioldgica na terapia contra o cancer, podemos citar como exemplo de
farmaco usado comercialmente a Dacarbazina® 5-(3,3-dimetil-1-triazeno)-imidazol-4-
carboxiamida conhecida como DTIC, que foi o primeiro triazeno a apresentar atividade
antitumoral, relatado em 1962 por Shealy e colaboradores (FREITAS, 2012).

Existem varios mecanismos propostos para elucidar o potencial biol6gico dos triazenos.
Sabe-se que o0 mecanismo de acdo depende necessariamente da estrutura do triazeno, sendo
que, derivacdes nos grupamentos diretamente ligados a cadeia de nitrogénios proporcionam
alteracbes no comportamento destas espécies quimicas. E importante lembrar que o meio
reacional onde o composto deve atuar na presenca de determinados metabolitos e outras
condicdes fisiologicas, também influenciam na sua atividade (RAJASKI; WILLIAMS, 1998
apud SANTOS, 2005).

Este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade biolégica e o potencial

antimicrobiano do TZC, empregando ensaios microbioldgicos padronizados.

2. METODOLOGIA

2.1 Tipo de estudo e local da pesquisa

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

2.2 Preparo da solugéo

Uma solugdo do TZC (Figura 3; 378,6 mg/L em alcool isopropilico) foi preparada e
denominada de STZC.
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Figura 3. Representacao estrutural do 1,3-bis(2-metoxi-4-nitrofenil)triazeno

O,N NO,

2.3 Selecéo de cepas bacterianas

As amostras bacterianas sdo oriundas do Laboratério de Microbiologia Clinica da
Universidade Federal do Maranhdo - UFMA. Para realizacao dos testes foram utilizados micro-

organismos padrdo ATCC e isolados clinicos. As amostras bacterianas sdo:

e Shigella flexneri (Amostra de fezes 278)

e Streptococcus agalactiae (Secrecdo vaginal 12092294)

e Acinetobacter baumannii (Secrecdo traqueal 12337641)

e Staphylococcus haemolyticus (amostra de sangue 13084879)
e Proteus mirabilis (Secrecao 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. (7855729)

e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

e Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

e Escherichia coli (ATCC 2592)

2.4 Preparo das suspensdes microbianas

Os microrganismos foram inicialmente reativados a partir das suas culturas originais e
mantidos em meio liquido BHI (Brain Heart Infusion) a 37°C por 24 horas. Posteriormente, as

amostras foram cultivadas em placas de Agar Nutriente a 37°C por 24 horas. Coldnias isoladas
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foram entdo ressuspendidas em 3 mL de solucdo fisiologica (NaCl 0,9 %) estéril até atingir

uma turbidez equivalente na escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL).
2.5 Triagem pelo Método de difusdo em Agar (TSA)

O potencial antimicrobiano da solugcdo de triazeno foi inicialmente avaliado pela
técnica da difusdo em meio Muller Hinton com discos impregnados com a solucdo de triazeno.
As placas com meio de cultura foram identificadas, e discos inertes foram impregnados com a
solucdo. Foi utilizado como controle positivo discos de clorafenicol 30pg. Em seguida, o
material foi levado a estufa a 37°c por 24 horas. No dia seguinte, mediu- se os halos formados
em milimetros com auxilio de um paquimetro e observou-se o resultado para dar
prosseguimento aos demais testes.

Apds o teste de triagem, para todos os demais testes foram utilizadas as seguintes
amostras:

e Streptococcus agalactiae (Secrecdo vaginal)

e Acinetobacter baumannii (Secrecdo traqueal)

e Staphylococcus haemolyticus (amostra de sangue)
e Staphylococcus saprophyticus

e Salmonela spp.

e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)

e Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

e Escherichia coli (ATCC 2592)

2.6 Macrodiluicdo em tubos com BHI e Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM foi feita através da técnica de macrodiluicdo segundo a
metodologia da diluicdo em caldo proposta pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standard. Para isto, as col6nias foram ressuspendidas em solug&o fisioldgica (0,9 %) até atingir
uma turbidez equivalente 0,5 na escala de McFarland, os tubos de vidro estéreis foram
preparados com 1 mL de BHI e 1mL do produto seguido de dilui¢des seriadas, cada indcuo de
bactéria foi transferido para os tubos com revelador cloreto de CTT (trifeniltetrazélio) a 1%. Os
tubos foram em seguida homogeneizados e levados a estufa a 37°c por 24 horas. A CIM sera a

menor concentragdo da solugdo onde ndo houve crescimento bacteriano visivel.
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2.7 Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

Foram utilizados os tubos incubados para determinacdo da CIM em meio liquido para
determinagdo da CBM. Uma aliquota (1 mL) de cada tubo foi inoculada em placas de Agar
Mdeller Hinton e posteriormente incubadas em ambiente a 37°C por 24 horas. As CBM foram
consideradas para a menor concentracdo da solugdo onde ndo houve crescimento celular sobre

a superficie do agar inoculado (99,9% de morte microbiana).

2.8 Teste de Atividade Hemolitica

A atividade hemolitica foi ensaiada por incubacdo da solucdo de triazeno com 1% de
eritrécitos (cavalo, carneiro e humano) adquirido comercialmente, as hemacias foram lavadas
trés vezes com PBS (solucdo salina de tampdo fosfato), pH 7,2, foram diluidos 200uL das
hemécias lavadas em 20mL de solucdo de PBS para preparo da suspensdo, a suspensdo de
hemaécias foi adicionada em cada tubo em seguida do STZC seguido de diluicBes seriadas.
Como controle positivo foi utilizada 0,5ml de &gua destilada e 50ul de hemacias e como
controle negativo foi utilizada apenas a solu¢do de PBS com 50ul de hemécias. A atividade
hemolitica foi expressa como a concentracdo maxima da solucdo de triazeno que causou

hemolise.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Triagem pelo método de Difusdo em Agar

A STZC impregnada em discos inertes foi testada pelo método de difusdo em &gar. A
formacdo ou ndo de halo de inibicdo esta apresentado na Tabela 1. Nota-se a sensibilidade das

amostras de Shigella flexineri e Serratia marcensis.
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Tabela 1. Atividade inibitéria do STZC contra cepas de referéncia e isolados clinicos de
bactérias através do teste de difusdo em agar com discos impregnados.

Amostra Halo de CN? CP3
inibicdo (mm)?

Pseudomonas aeruginosa (ATCC) 0 0 30
Staphylococcus aureus (ATCC) 0 0 40
Shigella flexneri 10,5 0 26
Escherichia coli 0 0 37
Salmonela (ATCC) 0 0 41
Streptococcus agalactiae 0 0 20,5
Acinetobacter baumannii 0 0 31,5
Serratia marcescensis (ATCC) 12,5 0 21,5
Staphylococcus saprophyticus (ATCC) 0 0 22
Staphylococcus haemolyticus 0 0 41,5
Enterobacter cloacae 0 0 19,5
Proteus mirabilis 0 0 27
Morganella morganii 0 0 40
Staphylococcus epidermidis 0 0 50

'Halo de inibicdo formado pela solucéo de triazeno 0,3786 g/mL;
2Controle Negativo — alcool isopropilico a 100%;
3Controle Positivo - Clorafenicol

Apos a leitura das placas, foi possivel observar a formacdo de halos de inibicdo com
didametros superiores a 10 mm. A solucéo de triazeno ndo demonstrou atividade antimicrobiana
contra algumas bactérias testadas, visto que ndao houve a formacdo de halo, conforme a Tabela
1.

Sugere-se como explicacdo do modo de acdo desses compostos a sua capacidade
guelante. Eles formariam quelatos com constituintes da parede celular, impedindo a sintese
desta estrutura bacteriana. Sugere-se que a atividade antimicrobiana dos triazenos esta
relacionada com a presenca dos grupos hidroxil e carboxil. (HORNER et al., 2008;
PARAGINSKI et al., 2014).

Segundo Paraginski, et al. (2014) a maioria dos estudos envolvendo os compostos
triazenos, a acao foi mais promissora frente a bactérias Gram-positivas. Isto pode ser explicado

pelo fato de bactérias Gram-negativas possuirem uma parede celular mais complexa,
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dificultando a entrada do triazeno. A parede celular das bactérias Gram-positivas possui uma
camada de peptidoglicano mais espessa, no entanto, essa parede ainda é mais simples que a das

bactérias Gram-negativas.

No teste de difusdo em A&gar verificou-se que a atividade do 1,3-bis(2-metoxi-4-

nitrofenil)triazeno foi expressiva contra bactérias Gram-negativas.

3.2 Determinacao da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Para a STZC, a menor CIM encontrada foi de 5,9 pg/mL para Acinetobacter baumannii
e Streptococcus agalactiae, para as amostras de Escherichia coli e Staphylococcus
haemolyticus 11,8 ug/mL, para Pseudomonas aeruginosa e Salmonella 23,6 pg/mL e

Staphylococcus aureus a CIM foi de 94,6 pg/mL.

Tabela 2. Concentragdo inibitéria minima in vitro da
STZC sobre cepas bacteriana de referéncia e isolados

clinicos

Microrganismos CIM? CN?
Acinetobacter baumannii 59 0
Streptococcus agalactiae 5,9 0
Escherichia coli (ATCC) 11,8 0
Staphylococcus haemolyticus 11,8 0
Pseudomonas aeruginosas (ATCC) 23,6 0
Salmonella sp. 23,6 0
Staphylococcus aureus (ATCC) 94,6 0

1CIM em pg/mL;
2Controle Negativo - alcool isopropilico a 100%.

Na literatura ndo ha uma classificacdo consensual sobre os valores de CIM. De acordo
com a pesquisa de Paraginski et al (2014) onde testou a a¢do antimicrobiana de 15 compostos
traizenos as melhores agdes bacteriostaticas e bactericidas sdo observadas pelos triazenos 1,3-
bis(fenil-triazeno-1-6xido e 1-(4-fenildiazenil)fenil)-3-(4-carboxifenil)triazeno, ou seja, quando
substituintes  hidroxil e carboxil estdo presentes. O 1-(4-fenildiazenil)fenil)-3-(4-

carboxifenil)triazeno foi ativo para todas as cepas Gram-positivas com valores de CIMs entre
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16 e 128 pg/mL. Sugere-se que o grupo carboxilico substituinte do anel aromaético tenha

influéncia positiva na atividade frente as cepas Gram-positivas.

O STZC apresentou atividade de espectro reduzido, ou seja, foi ativo em baixas
concentracdes frente a cepas Gram-positivas e frente a Gram-negativas. A vantagem dos
antibioticos de espectro reduzido é que eles podem ser utilizados no tratamento de infeccBes
especificas sem interferir na populacdo bacteriana normal protetora do hospedeiro (MURRAY
et al. 2003).

3.3 Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Para a solucdo, a menor CBM encontrada foi de 5,9 pg/ml para Acinetobacter
baumannii, e para as amostras de Escherichia coli e Staphylococcus haemolyticus 11,8 pg/ml,
para Pseudomonas aeruginosa 23,6 pg/ml e Staphylococcus aureus a CBM foi de 94,6 pg/ml.
A CBM determina a atividade bactericida ou bacteriostética para estas amostras. Mostrando a
importancia desta solucdo como uma possivel opcao terapéutica, visto que estas bactérias sao

de alta prevaléncia entre as bactérias multirresistentes encontradas em ambiente hospitalar.

Tabela 3. Concentracdo bactericida minima in vitro da STZC
sobre cepas de referéncia e isolados clinicos de bactérias.

Microrganismos CBM! CN?
Acinetobacter baumannii 59 0
Escherichia coli (ATCC) 11,8 0
Staphylococcus haemolyticus 11,8 0
Pseudomonas aeruginosas (ATCC) 23,6 0
Salmonella sp. 23,6 0
Streptococcus agalactiae 47,3 0
Staphylococcus aureus (ATCC) 94,6 0

1CBM em pg/mL;
2Controle Negativo - alcool isopropilico a 100%;
(-) Nao houve crescimento em nenhuma concentracado testada.

O triazeno foi bactericida nas concentracfes descritas acima, 0 controle negativo
utilizado ndo apresentou interferéncia no teste, visto que nas mesmas concentracfes do produto

no alcool isopropilico houve o crescimento sendo bacteriostatico, ou seja, o alcool ndo causa
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destruicdo das bactérias apenas impede o crescimento, mostrando assim a efetividade de agéo

do produto em inibir o crescimento das bactérias.

Segundo Blatt e Miranda (2005) o agente etioldgico mais comumente isolado das UTIs
é a bactéria Escherichia coli, que é responsavel por aproximadamente 40% das infeccdes
urinarias dos pacientes hospitalizados e Pseudomonas aeruginosa, que Sa0 organismos mais
frequentemente encontrados em infec¢bes adquiridas em hospitais, uma vez que a resisténcia

destes aos antibioticos favorece sua sele¢do em pacientes hospitalizados.
3.5 Teste de atividade hemolitica

O teste de hemolise 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 liberagdo da hemoglobina (hemdlise) (ABREU, 2008).

Tabela 4. Teste de atividade hemolitica in vitro da STZC em hemécia de
cavalo e de carneiro.

CONCENTRACAO TITULO
SANGUE DE CAVALO 23,6 (1:16)*
SANGUE DE CARNEIRO 23,6 (1:16)*

'CMH (Concentragao Minima onde ndo houve Hemolise) em pg/mL;

2Controle Negativo - alcool isopropilico a 100%;
* Titulo onde ndo houve hemolise.

O TZC nédo apresentou atividade hemolitica em baixas concentracdes, somente nas
concentracdes mais altas, se faz necessario o uso de outras técnicas para a confirmacdo de sua

toxicidade.
CONCLUSAO

O triazeno 1,3-bis(2-metoxi-4-nitrofenil)triazeno  apresentou uma atividade
antimicrobiana em baixas concentragdes, exibindo resultados promissores, demonstrando o
potencial da atividade bioldgica deste composto frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, com baixos valores de CIM. A atividade hemolitica foi observada somente em

concentracgdes altas, 0 TZC ndo apresentou toxicidade em baixas concentracdes.
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