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RESUMO: A modificagcdo quimica de compostos
organicos, incluindo nitracdo, pode modular
suas propriedades fisico-quimicas, como a
solubilidade, estabilidade e toxicidade. Neste
trabalho, foi proposta a nitragéo de benzofenonas
e xantonas e avaliagdo de seus efeitos contra
leveduras do género Candida, baseado nas
atividades antimicrobianas previamente
reportadas para essas classes de moléculas.
Houve ganho de atividade em todos os seis
derivados em relagdo aos precursores (ndo
ativos contra nenhum fungo nas concentragcdes
testadas). As benzofenonas nitradas e a xantona
1,3-dihidroxi-9H-xanten-9-ona  (7)  exibiram
elevada seletividade. A xantona 1,3-dihidroxi-
4-nitro-9H-xanten-9-ona (8) foi: i) menos ativa
contra Candida krusei ATCC 6258 do que seu
precursor (7); ii) ativa contra quatro das cinco



leveduras testadas; iii) mais ativa contra Candida glabrata ATCC 90030 do que o fluconazol,
usado como controle positivo. Assim, os derivados de benzofenonas e xantonas merecem
ser estudados na sintese dirigida de inibidores de microrganismos.

PALAVRAS-CHAVE: Benzofenonas; Xantonas; Nitragdo; Atividade antifungica.

INCREASE IN ACTIVITY AGAINST Candida spp. BY NITRATION OF
BENZOPHENONES AND XANTHONES

ABSTRACT: Chemical modification of organic compounds, including nitration, can modulate
their physicochemical properties, such as solubility, stability and toxicity. In this work, the
nitration of benzophenones and xanthones and evaluation of their effects against Candida
genus yeasts were proposed, based on the antimicrobial activities previously reported for
these classes of molecules. There was activity gain in all six derivatives in relation to precursors
(not active against any fungus at the concentrations tested). Nitrated benzophenones and
1,3-dihydroxy-9H-xanthen-9-one xanthone (7) exhibited high selectivity. The 1,3-dihydroxy-
4-nitro-9H-xanthen-9-one xanthone (8) was: i) less active against Candida krusei ATCC
6258 than its precursor (7); ii) active against four of the five yeasts tested; iii) more active
against Candida glabrata ATCC 90030 than fluconazole, used as a positive control. Thus,
benzophenone and xanthones derivatives deserve to be studied in the directed synthesis of
microorganism inhibitors.

KEYWORDS: Benzophenones; Xanthones; Nitration; Antifungal activity.

11 INTRODUGAO

Antifungicos s&o as principais moléculas de agado contra fungos utilizadas em
aplicagdes clinicas em humanos e animais (AWAD et al., 2018; RODRIGUES; RODRIGUES;
HENRIQUES, 2019). Azéis, polienos, alenosamina e equinocandinas sdo os agentes
antifingicos mais utilizados no tratamento de infecgdes por Candida (AWAD et al., 2018;
BROWN et al.,, 2012). Tais infeccbes podem ser graves e estdo associadas aos altos
periodos de internagédo e custos, além de elevadas taxas de mortalidade, principalmente
em pacientes imunocomprometidos (BROWN et al.,, 2012). Por isso, antifingicos séo
atualmente recomendados como medida profilatica em individuos de alto risco (CANNON
et al., 2009).

Apesar dos antimicrobianos serem eficazes e possuirem grande espectro de agéo,
0 uso excessivo pode representar problemas graves. Dentre eles, efeitos colaterais,
toxicidade e o desenvolvimento de resisténcia, intrinseca ou adquirida (BROWN et al., 2012;
RODRIGUES; RODRIGUES; HENRIQUES, 2019). O uso indiscriminado de antimicrobianos
tem sido associado a crescente incidéncia de infecgdes antifingicas causadas por Candida,
tais como C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei, além da C. albicans (AWAD
et al., 2018; YANG et al., 2003).

O surgimento de linhagens resistentes e de resisténcia cruzada tem recebido grande
atencdo, uma vez que pode comprometer o uso de inibidores como agentes terapéuticos.
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Diante disso, estratégias alternativas para combater microrganismos patogénicos tém sido
pesquisadas, tais como modificagdes quimicas de nucleos biologicamente ativos (DIAS
et al., 2012). Como muitos medicamentos comerciais sdo derivados de produtos naturais,
o estudo desses compostos é promissor para a descoberta de agentes antimicrobianos
(LIN et al., 2018). Neste contexto, benzofenonas foram relatadas por apresentar atividade
antimicrobiana contra o fungo Sporothrix schenckii e contra bactérias de campo que afetam
aves, como Escherichia coli, Salmonella enterica e Staphylococcus aureus (ARANDA et
al.,, 2019; OLIVEIRA et al., 2017; SURANA et al., 2018). Alteracbes na lipofilicidade da
guttiferona-A, derivado de benzofenona poliisoprenilada naturalmente encontrado em
plantas da espécie Garcinia brasiliensis, demonstraram atividade antimicrobiana contra
fungos e bactérias patogénicos, tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas (DIAS et al.,
2012).

Tendo conhecimento das atividades antimicrobianas atribuidas as benzofenonas,
este trabalho objetivou a sintese de novas benzofenonas e xantonas nitradas e avaliacéo
do potencial fungicida contra C. albicans SC5314, C. tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC
6258, C. glabrata ATCC 90030 e C. parapsilosis ATCC 22019.

21 METODOLOGIA

2.1 Sintese das benzofenonas e xantonas nitradas

A 2-hidréxibenzofenona (1) e a 2,4-dihidroxibenzofenona (2) foram adquiridas da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, Estados Unidos) e foram utilizadas como materiais de partida
para as demais benzofenonas.

A nitragcdo das benzofenonas e xantonas (3-6; 8) foi feita em um baldo sob agitagéo
e a temperatura ambiente, sendo adicionados 150 mg (1 equiv.) da benzofenona ou
xantona precursora, 4,0 mL de acido acético glacial e, lentamente, 6 equivalentes de acido
nitrico 65%. Apds adicéo, a reacao foi mantida em agitagéo até observagao do consumo do
material de partida por cromatografia em camada delgada (CCD). Ap6s o término, a reagéo
foi vertida em um funil de extracao liquido-liquido contendo agua e acetato de etila gelados.
Afase orgénica foi separada e lavada 2 vezes com agua fria, seca com sulfato de magnésio
anidro e concentrada em evaporador rotatério de pressao reduzida. O material obtido da
evaporagéo dos volateis foi cromatografado, utilizando silica gel como fase estacionaria e
diferentes misturas de acetato de etila, hexano e metanol como fase mével, a depender do
produto.

A sintese da 1,3-dihidroxi-9H-xanten-9-ona (7) foi realizada em um baldo contendo
500 mg de floroglucinol (1 equiv.), 547 mg de é&cido salicilico (1 equiv.), 540 mg de ZnCl,
anidro (1 equiv.) e POCI, como solvente (6 mL). A mistura reacional permaneceu sob
agitacdo, atmosfera de nitrogénio e refluxo por 8 horas. Posteriormente, a solugdo foi
transferida para um béquer contendo gelo, o material foi extraido com acetato de etila e
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a fase organica foi lavada 2 vezes com agua fria, seca com sulfato de magnésio anidro e
concentrada em evaporador rotatério de presséo reduzida. O material obtido da evaporagéo
dos volateis foi cromatografado, utilizando silica gel como fase estacionaria e acetato de

etila:hexano 2:1 (v/v) como fase movel.

2.2 Atividade antifungica

A atividade antifungica foi realizada segundo metodologia de microdiluicdo em
caldo, conforme as normas estabelecidas pelo CLSI (2008; 2012) para leveduras, com
modifica¢des sugeridas pelo EDef 7.2 (EUCAST, 2008).

Os fungos utilizados foram leveduras do género Candida spp.: C. albicans SC5314,
C. tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 90030 e C. parapsilosis
ATCC 22019. O cultivo dos fungos foi realizado a 30 °C, overnight, em meio Mueller-Hinton
(MH, HIMEDIA, Mumbai, India).

As substancias foram avaliadas nas concentragdes de 100; 60; 30; 15; 7,5; 3,75 ug
mL" e as determinacdes das concentracdes inibitorias minimas de 50% do crescimento
(IC,,) foram realizadas segundo critérios interpretativos dos mesmos documentos citados
acima e baseadas no valor maximo de crescimento, conforme observado na coluna da
microplaca reservada para o controle positivo do crescimento fungico. Além do controle
positivo de crescimento, composto por meio de cultura e microrganismo, o ensaio também
envolveu controle de esterilidade do meio e controle interno do ensaio, com a utilizacao
do antifungico fluconazol. O experimento foi realizado em duas repeti¢cdes bioldgicas, com
triplicatas técnicas, em placa de microdiluicao contendo 96 pocos. A incubacéo foi realizada
a 30 °C durante 48 h e ainibigdo do crescimento do microrganismo foi determinada por leitura
de absorvancia a 530 nm. Destaca-se que, conforme as especificagbes nos documentos
padrdes, € proposta e aceita variagdo na escala de concentragdes inibitérias, desde que as
concentracbes estejam compreendidas em um valor correspondente a +/- 2log2 diluigéo.
Segundo esse conceito, concentracdes em valores absolutos diferentes, desde que
compreendidos dentro da faixa descrita anteriormente, séo consideradas semelhantes e
coincidentes e, assim, a classificacéo do perfil de sensibilidade versus resisténcia ndo sera
alterada. Assim, médias ou desvios nao foram aplicaveis aos resultados e, dessa forma, os
mesmos foram apresentados em valores absolutos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As moléculas organicas apresentam uma diversidade de aplica¢gdes na medicina,
na agricultura e na indastria, com destaque na formulagdo de medicamentos, agroquimicos
e cosméticos. ApGs a obtencdo destes compostos, de forma natural, sintética ou semi-
sintética, uma das maiores dificuldades para a utilizagdo dos mesmos é modular sua
solubilidade em meios bioldgicos, facilitando o acesso ao alvo. Uma alternativa para

contornar este problema é a modificagdo estrutural destes compostos.
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As benzofenonas foram escolhidas devido a gama de atividades atribuidas a elas,
incluindo efeitos antimicrobianos (SURANA et al.,, 2018). Somado a isso, compostos
contendo grupo nitro tem demonstrado potencial aplicacdo no controle de fungos
patogénicos oportunistas humanos, como C. albicans e Candida spp. nao albicans
(OLEA et al., 2019a; OLEA et al., 2019b; CARRASCO et al., 2012). De fato, Olea et al.
(2019a) demonstraram que a inser¢éo do grupo NO, diminui o valor de IC,, em um fator
de 2,5-4,5 ppm e a substituicdo deste grupamento por grupos amina ou acetamida causa
perda de efeito antifungico. Tais autores ainda indicaram que, devido a polaridade dos
nitrocompostos, 0 mecanismo de acdo de substancias nitradas nao deve ser associado em
grande parte & membrana plasmatica. Naquele trabalho foi sugerido que a agéo antifungica
esta relacionada ao potencial efeito retirador de elétrons do NO,, que contribui para rea¢tes
com ligagbes duplas substituidas por outros grupos retiradores de elétrons, e producéo de
espécies reativas de oxigénio catalisada por enzimas.

A nitracdo foi feita visando: i) modular as propriedades fisico-quimicas, tais como
estabilidade, solubilidade e toxicidade; ii) produzir derivados biologicamente mais ativos
do que seus precursores; iii) adicionar bioatividades previamente ndo descritas para as

benzofenonas de partida.

3.1 Sintese

As benzofenonas disponiveis comercialmente foram submetidas a substituicdo
eletrofilica aroméatica, obtendo os produtos 3-6 com rendimentos entre 15 a 41% (Figura 1).
Posteriormente, a xantona 7 foi obtida do acido salicilico e sua nitragdo gerou o produto 8.
A Figura 2 mostra a estrutura quimica de todos os compostos organicos, sintéticos ou néo,
alvos de estudo do presente trabalho.

Figura 1 - CondigGes reacionais e rendimentos para nitracdo das benzofenonas 1 e 2.
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Figura 2 - Estrutura quimica das benzofenonas (1 a 6) e xantonas (7 e 8) avaliadas frente a acao
fungicida.

3.2 Atividade antifingica

As atividades antifungicas dos compostos 1-8 foram avaliadas contra leveduras do
género Candida spp., em concentragbes entre 100 e 3,75 pug mL™". Os valores de IC; s&o
apresentados na Tabela 1.

codiso  Cuesia.  ATCGTHD  ATGCSD0® ATGC 6368 ATGG2019

1 - - - - -

2 - - - - -

3 - 100 - - -

4 - - 100 - -

5 - - - 100 100

6 100 - - - -

7 - - - 60 -

8 60 60 30 100 -
Fluconazol 1 1 32 16 2

Tabela 1 - Valores de IC, (ug mL™") para a atividade fungicida. (-) indica auséncia de atividade nas
concentragdes avaliadas. Fluconazol é o controle positivo.
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Os precursores 2-hidroxibenzofenona e 2,4’-di-hidroxibenzofenona néo
apresentaram inibicdo contra nenhum fungo, nas concentracdes testadas.

As benzofenonas nitradas (3-6) foram ativas contra pelo menos uma levedura
testada, indicando que a modificagao estrutural com substituicdo de um hidrogénio por um
NO, favoreceu a atividade antifingica. Os compostos 3-6 inibiram 50% do crescimento de
Candida spp. na concentragédo de 100 pg mL™.

A benzofenona 5 apresentou o maior espectro de agéo, sendo ativa contra C. krusei
ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019. Interessantemente, nenhuma outra substancia
pertencente a essa classe apresentou atividade contra estes fungos. De fato, parece haver
uma elevada seletividade entre benzofenona e Candida-alvo, ou seja, cada benzofenona,
a excecdo da 5, inibiu apenas um género de Candida, e tal género foi inibido apenas
por uma benzofenona. Assim, embora nenhuma benzofenona tenha tido atividade elevada
como o fluconazol, usado como controle positivo, todas foram mais seletivas, uma grande
vantagem no contexto de resisténcia antimicrobiana.

A xantona 7, além de ter apresentado seletividade contra C. krusei ATCC 6258, foi
1,66 vezes mais ativa contra esta levedura do que o composto 5. A nitracdo de 7 gerou
perda de atividade contra C. krusei ATCC 6258. Em contrapartida, 8 foi capaz de inibir
quatro das cinco leveduras testadas, sendo, inclusive, mais ativa contra C. glabrata ATCC
90030 do que o controle positivo.

Oya et al. (2015) isolaram benzofenonas preniladas de Triadenum japonicum e
avaliaram suas atividades antibacterianas e antifungicas. O (-)-Nemorosonol apresentou
valores de IC,  iguais a 8, 16 e 32 ug mL" contra Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus
niger e C. albicans, respectivamente. Os valores de IC,, foram inferiores aos apresentados
no presente trabalho.

O estudo de benzofenonas como agentes antifingicos séo escassos e poucos
géneros de fungos séo utilizados nesses trabalhos. Entretanto, os produtos naturais, bem
como seus derivados, sdo candidatos em potencial como fungicidas e ndo devem ser
descartados na sintese dirigida de novos antimicrobianos.

41 CONCLUSAO

Embora os derivados tenham apresentado, no geral, moderada atividade
antifungica, a pesquisa mostra-se interessante porque aponta novos modelos estruturais,
que necessitam ser aprimorados e podem ser ferramentas Uteis no combate a cepas

resistentes aos fungicidas ja utilizados comercialmente.
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