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RESUMO

Neste estudo foram sintetizados trés derivados de 2-fenilbenzoxazol (2FBO) funcionalizados com a funcao azo:
(2’-hidroxi-5’-fenilazofenil)benzoxazol (HFAZBO), 2-(2’-hidroxi-5’-(4"-carboxi)fenilazofenil)benzoxazol (HFAZBO-
CO2H) e 2-(2-hidroxi-5-(4"-nitro)fenilazofenil)benzoxazol (HFAZBO-NO2). Os compostos foram utilizados como
substratos fluorogénicos para agentes de infeccao urinaria, representantes de Candida spp., para explorar suas
caracteristicas metabélicas. A caracterizacao estrutural dos compostos foi realizada por meio de Espectroscopia
de Absorcao Molecular no Infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR) e por determinacao da faixa de
fusao. Os ensaios fluorogénicos foram realizados em espécies de Candida spp.: Candida albicans ATCC 10231,
Candida famata RL38, Candida glabrata 06130L, Candida glabrata RL43, Candida glabrata 0030L, Candida
guilliermondii THO7, Candida krusei ATCC 6258, Candida krusei 0037L, Candida parapsilosis (RL33), Candida
parapsilosis (RL38), Candida stellatoidea (9875), Candida stellatoidea (3613), Candida tropicalis ATCC 750. Nao
foi observada alteracao sob luz UV nas leveduras testadas. Do mesmo modo, o extrato obtido a partir das
coldnias nao apresentou fluorescéncia sob luz UV. Dessa forma, faz-se necessario desenvolver novos estudos que
avaliem a funcao metabolica de Candida spp. a partir da biotransformacao levando a liberacao de moléculas
fluorescentes.

SYNTHESIS AND EVALUATION OF AZODERIVATED FROM 2-PHENYLBENZOXAZOLE AS A
FLUOROGENIC SUBSTRATE FROM Candida spp. DIFERENCIATION
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ABSTRACT

In this study, three 2-phenylbenzoxazole derivatives (2FBO) functionalized with an azo function: (2'-hydroxy-5'-
phenylazophenyl) benzoxazole (HFAZBO), 2- (2'-hydroxy-5'(4" -carboxy) phenylazophenyl) benzoxazole (HFAZBO-
CO2H) and 2-(2’-hidroxy-5’-(4"-nitro)phenylazophenyl)benzoxazole (HFAZBO-NO2). The substrates were used as
fluorogenic substrates for urinary infection agents, Candida spp. representatives, to facilitate their metabolic
characteristics. The molecular characterization of the compounds was performed by Fourier Transform Infrared
Molecular Absorption Spectroscopy (FT-IR) and by determination of the melting range. Fluorogenic assays were
performed on Candida spp. species: Candida albicans ATCC 10231, Candida famata RL38, Candida glabrata
06130L, Candida glabrata RL43, Candida glabrata 0030L, Candida guilliermondii THO7, Candida krusei ATCC
6258, Candida krusei 0037L, Candida parapsilosis (RL33 ), Candida parapsilosis (RL38), Candida stellatoidea
(9875), Candida stellatoidea (3613), Candida tropicalis ATCC 750. No change was observed in UV light in yeast
tested. Likewise, the extract was removed from the colonies without fluorescence under UV light. Thus, it is
necessary to develop new studies that evaluate a metabolic function of Candida spp. from the biotransformation
leading to a release of fluorescent molecules.
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1 INTRODUCAO

A partir de 1940 ensaios biolégicos comecaram a ser explorados para a diferenciacdo de micro-
organismos com base na metabolizacao de corantes. Os primeiros trabalhos foram realizados em cultura de
células bacterianas crescendo sobre meio sélido, ao qual era incorporada a fenolftaleina (BRAY; KING, 1943).

Substratos cromogénicos sao lteis na composicao de meios de cultura para diferenciacao de micro-
organismos tendo evoluido para a comercializagao do agar Rambach que possibilitou a diminuicao no tempo de
analise microbioldgica. Esse tipo de substrato continua sendo explorado com capacidade diagnéstica para a
deteccao de enzimas (RAMBACH, 1990; CELLIER et al., 2011).

Derivados cumarinicos de 4-metilumbeliferona (4-MU) ou 7-amino-4-metilcumarina (7-AMC) passaram a
ser frequentemente utilizados como substratos fluorogénicos com a proposta de detectar grupos especificos de
enzimas em micro-organismos apoés visualizagao sob luz UV de 365 nm com potencial para diferenciacao de
patogenos (GRIST, 1987; MANAFI, 1991).

Na atualidade, substratos fluorogénicos de diferentes classes quimicas sao utilizados em estudos
buscando a caracterizacao ou a especificidade enzimatica de micro-organismos, sendo avaliados como
ferramenta promissora para diagnosticos, uma vez que, contribuem para a elucidacdo do comportamento
metabodlico de cepas (HODGES et al., 2018; BASBOUS et al., 2018; ELDIPINA, 2019). Entre os substratos
utilizados em ensaios fluorogénicos e cromogénicos destacam-se os compostos azoéicos (BRIGHENTI et al.,
2014).

Esses corantes sao caracterizados pela presenca de ligacao diazo e apresentam uma ampla gama de
aplicacoes em diversos campos (IANDOLO et al., 2011;REZAEI-SERESHT et al.,, 2017). Compostos azbicos
ligados a benzoxazolas tém seu potencial de fluorescéncia aumentado, em especial quando o produto é obtido
na presenca de Zn 2+, em decorréncia do processo de inibicao da transferéncia protonica intramolecular no
estado excitado (SHANG et al., 2018).

Os corantes com grupamento azo podem ser biotransformados por microorganismos que possuem a
enzima azorredutase como Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa NBAR 12,
Bacillus cereus e Aspergillus flavus, individualmente ou em consércio microbiano. Essa caracteristica tem sido
explorada no contexto ambiental, como forma de remocao desses contaminantes provenientes de efluentes
industriais (BHATT et al. 2005; ESMAELI; KALANTARI, 2016; KANAGARAJ et al., 2012; DIXIT; GARG, 2018;
ESLAMI et al., 2019).

Entre os micro-organismos que possuem a enzima azorredutase, encontra-se o género Candida, que
possui mais de vinte espécies consideradas patégenos comensais com caracteristicas oportunistas sendo
capazes de causar doenc¢as em individuos imunossuprimidos como os portadores do HIV, pacientes que sofreram
queimaduras graves e pacientes com diabetes nao controlado que esta associado a aumento na resisténcia dos
micro-organismos ao tratamento (DEIVASIGAMANI; DAS, 2011; HERNANDEZ-SOLIS; RUEDA-GORDILLO; ROJAS-
HERRERA, 2014; RAMOS et al., 2016; MALMARTEL; GHASAROSSIAN, 2016).

Espécies emergentes de Candida spp. tornaram-se importantes patéogenos cosmopolitas em especial no
contexto hospitalar, sendo capazes de driblar os mecanismos de acao de farmacos (OSTROSKY-ZEICHNER, 2013;
CLANCY; NGUYENM, 2016). As maiores taxas de isolamento de Candida podem ser encontradas em individuos
com idade superior a 60 anos. Em relacao ao género, € reportada maior ocorréncia de candiddria em mulheres
do que em homens (OZER; DURMAZ; YULA, 2016; ORTIZ et al.,, 2018). Para contribuir no diagnostico
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microbiologico, podem ser citados os derivados de 2-fenilbenzoxazol para serem utilizados em ensaios
fluorogénicos dada sua alta capacidade de emissao de fluorescéncia (HOLLER et al., 2002).

Do ponto de vista da bioinformatica, a caracterizacao metabédlica de compostos ou micro-organismos
pode ser realizada pela associacao de quimiometria e Espectroscopia de Absorcao Molecular no Infravermelho
com transformada de Fourier (FT-IR) a qual apresenta vantagens como alta sensibilidade e pouca utilizacao de
reagentes (AMIALI et al., 2011). Devido as suas propriedades, a FT-IR constitui uma ferramenta atual que vem
sendo utilizada na verificacdo de metabolizacao de substancias presentes no meio de crescimento pelos micro-
organismos ou ainda, na investigacao de parametros eletroquimicos desse tipo de amostra (YOU et al., 2019;
ULDIS; MUTER, 2019).

Neste contexto, foi avaliada a sintese de novos derivados azobicos para verificar o seu potencial para

diferenciacao de espécies de Candida app. através da sua acao como substratos fluorogénicos.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Sintese e caracterizagéo fisico-quimica dos derivados de 2-fenilbenzoxazol (2-PBO)

Na rota escolhida para a sintese dos compostos, conforme Figura 1, foi constituido, inicialmente, o
nicleo benzoxazoélico por condensacao de acido salicilico, previamente dissolvido em NaOH equimolar, com 2-
aminofenol (2AF) em acido polifosférico (PPA) seguido da diazotacao com anilina, acido 4-aminobenzoico (PABA)
ou p-nitroanilina. Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau analitico. Os pontos de fusao foram
medidos em fusiometro (Quimis®). Para isso, aliquotas das amostras secas foram inseridas no capilar do
equipamento e submetidas a aquecimento com temperatura controlada. Os espectros foram obtidos pela técnica
de Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier em espectrometro (Spectrum 400 FT-IR -
Perkin ElImer®) com acessorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR) na faixa de 4000 a 600 cm?, 4 cm1 de

resolucao e 8 scans.

Figura 1: Esquema de sintese dos derivados de 2-PBO
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2.1.1 2-(2-hidroxi-5'-fenilazofenil)benzoxazol (HFAZBO-{5al]): Composto preparado a partir de 2-(2-
hidroxifenilazofenil)benzoxazol (HBO) (0,211 g), NaOH (40 g.L1) (2 mL) e EtOH 96 % (5 mL). Em banho de gelo
com agitacao magnética. Posteriormente, foi adicionada solucao de anilina (0,093 g) em HCI (0,2 mL) e H20 (0,2
mL), seguida da adicao lenta de nitrito de s6dio (5 mol.L?) (0,2 mL). Rendimento: 61,06%.Faixa de Fusao: 121-
132°C. Férmula molecular: C17H12N302 (290 g.mol-1).

2.1.2 2{(2’-hidroxi-5’(4’-carboxi)fenilazofenil)benzoxazol (HFAZBO-COzH, [5b]): Composto preparado a partir de 2-
(2’-hidroxifenilazofenil)benzoxazol (HBO) (0,633 g), NaOH (40 g.L1) (6 mL) e EtOH 96 % (15 mL). Em banho de
gelo com agitacao magnética. Posteriormente, foi adicionada solugao de acido-4-aminobenzoico (0,411 g) em
HCI (0,6 mL) e H20 (0,6 mL), seguida da adicao lenta de nitrito de soédio (5 mol.L1) (0,6 mL). Rendimento:
78,07%. Faixa de Fusao: 158-172°C. Formula molecular: C1s8H13N304 (335 g.mol-1).

2.1.3 2-(2'-hidroxi-5’(4"’-nitro)fenilazofenil)benzoxazol (HFAZBO-NO2, [5¢]): Composto preparado a partir de 2-(2'-
hidroxifenilazofenil)benzoxazol (HBO) (0,211¢g), NaOH (40 g.L1) (2 mL) e EtOH 96 % (5 mL). Em banho de gelo
com agitacao magnética. Posteriormente, foi adicionada solugao de p-nitroanilina (0,138 g) em HCI (0,2 mL) e
H20 (0,2 mL), seguida da adicao lenta de nitrito de sédio (5 mol.L1) (0,2 mL). Rendimento: 65%. Faixa de Fusao:
132-141°C. Férmula molecular: C17H12N404 (336 g.mol1).

Os compostos sintetizados foram purificados de forma semelhante, por meio de recristalizacao. Para

isso, foram utilizados de 15 a 20 mL de agua a quente.
2.2 Ensaios fluorogénicos

Foram utilizadas cepas padrao de referéncia e isolados clinicos provenientes da Colecao de Micro-
organismos de Microbiologia Industrial da Universidade de Santa Cruz do Sul. As 14 cepas foram constituidas por
Candida albicans ATCC 10231, Candida famata RL38, Candida glabrata 06130L, Candida glabrata RL43,
Candida glabrata 0030L, Candida guilliermondii THO7, Candida krusei ATCC 6258, Candida krusei 0037L,
Candida parapsilosis (RL33), Candida parapsilosis (RL38), Candida stellatoidea (9875), Candida stellatoidea
(3613), Candida tropicalis ATCC 750. As cepas foram cultivadas em agar Sabouraud. Em ensaio preliminar, foi
utilizado o composto HFAZBO-CO2H como substrato fluorogénico, que foi adicionado de 0,1 mL de solugao do
composto (0,05mmol em dimetilsulfoxido-DMSO). As leveduras foram inoculadas em placas com 10 mL de agar
nutriente e glicose 1% tendo como controle negativo o mesmo meio de cultura sem a presenca do SF. Como
indicado na Figura 2, as placas foram incubadas a 35-37°C por 48 horas e visualizadas sob lampada UV de 360
nm. Posteriormente, foi realizado ensaio confirmatorio em que as amostras foram inoculadas, em duplicata, em
tubos contendo 2 mL de caldo Sabouraud e incubadas a 35-37°C por 24h. Em seguida, foi adicionada aliquota
de 50 puL de HFAZBO-CO2H diluido em DMSO. No dia seguinte, as amostras foram submetidas a extragdo com 2
mL de solucao saturada de cloreto de sodio e 0,5 mL de acetato de etila. Os tubos foram homogeneizados em
vortex e monitorados até que apresentassem separacao de fases. A seguir, o sobrenadante resultante foi
aplicado em cromatoplaca e submetido a analise por cromatografia em camada delgada (CCD, silica HF254-
Merck) juntamente com HFAZBO-CO2H e 2-(2’-hidroxi-5’-aminofenil)benzoxazol (HAMBO) utilizando mistura de

hexano:acetato de etila, 4:1.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacéo estrutural dos derivados de 2-fenilbenzoxazol (2-PBO)

3.1.1 HFAZBO: Bandas FT-IR/ATR (cm1) (Figura 2): 3061,50 deformacao axial (C-H) aromatico; 1946,59;
1631,97 deformacao axial (C=N) ; 1587,10 - 1487,16 ligacao axial (C=C) aromatico; 1259,10 - 1246,11
deformacao axial assimétrica (C-0-C) do benzoxazol e vibracao axial de (C-O0) do fenol; 797,91-758,34
deformacao angular fora do plano (C-H) aromatico;

Figura 2: Espectro FTIR/ATR do composto HFAZBO
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3.1.2 HFAZBO-CO2H: Bandas FT-IR/ATR (cm™1) (Figura 3): 3339,45 deformacao axial (-OH) associado; 1632,74
deformacao axial de (C=N) da benzoxazola; 1545,41-1489,31 ligacao axial (C=C) dos anéis aromaticos; 1260,69-
1248,44 deformacao axial assimétrica de (C-0-C) da benzoxazola; 740,04 deformacao angular fora do plano de
(C-H) aromatico;
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Figura 3: Espectro FTIR/ATR do composto HFAZBO-CO2H
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3.1.3 HFAZBO-NO2: Bandas FT-IR/ATR (cm™1) (Figura 4): 1633,20 deformacao axial de (C=N) da benzoxazola;
1588,20 - 1488,42 ligacao axial de (C=C) dos anéis aromaticos; 1545,42-1348,31 absorcao assimétrica do
grupo (NO2); 1259,98-1248,01 deformacao axial assimétrica de (C-0-C) da benzoxazola; 798,95 deformacao
angular fora do plano de (C-H) aromatico.

Figura 4: Espectro FTIR/ATR do composto HFAZBO-NO2
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Os rendimentos obtidos na sintese dos derivados de 2-PBO sao compativeis com os percentuais
disponiveis na literatura, que reporta a sintese de diversos derivados de N-(2-(3,4,5-trimetoxibenzil)-benzoxazol-5-
il) benzamida, em que foram obtidos rendimentos entre 49 a 70% (KAUR et al., 2018). Por outro lado, podem
ocorrer rendimentos inferiores, como na sintese de benzoxazolas dissubstituidas contendo grupamento sulfonil
que levou a um rendimento de 35% (ZEYREK et al., 2017). Podem ser utilizadas estratégias para aumento do
rendimento como o uso de nano catalisadores, sendo possivel obter 94% do produto esperado (BHOSALE;
BHANAGE, 2015).

A banda atribuida ao estiramento C=N da benzoxazola é observada proxima a 1.626 cm? assim como
em 1547 cm?. Vibracoes tipicas da estrutura podem ser observadas em 1501 e 1489 cm. As bandas
correspondentes ao estiramento assimétrico Ar—0—C de benzoxazois pode ser observada em 1251 cm-1 ou 1272
cm®, Na composicao de polimeros, essas bandas sao intensificadas quando ha aumento do contelido de
benzoxazois na estrutura (XUE-MIN DAI et al., 2019). Diferencas nas bandas para uma mesma estrutura podem
ser explicadas pela possibilidade de modos vibracionais atribuidos a uma molécula de acordo com o total de
graus de liberdade que ela possui (KELLNER et al, 2004).

Entre os comprimentos de onda 1725 cm e 1700 cm, pode ser observada a banda correspondente ao
acido carboxilico, que esta presente no composto HFAZBO-CO2H do mesmo modo, a banda correspondente a
ligacao C=0 deste grupamento pode ocorrer em 1661 cm™? (ROEGES, 1994; NAKANISHI, 1962).

Os compostos que contém grupo nitro sao caracterizados pela presenca de vibracoes assimétricas e
simétricas de estiramento de NO2 que ocorrem entre as regioes 1661 e 1499 cm? ou 1389 e 1259 cm?,
respectivamente (ROEGES, 1994; SILVERSTEIN; WEBSTER, 2006).

As bandas 1526, 1365 1351, 1201 cm referentes a vibracoes de alongamento; 556 cm?, 442 cm™ de
deformacao no plano e 702 cm™ de deformacao fora do plano sao associadas ao grupamento nitro conforme a
abordagem de calculo de niimero de onda vibracional (BHAGYASREE, et al., 2014).

A porcao da molécula constituida pelo benzeno apresenta vibragoes a 1600, 1573 e 1524 cm? devido a
ligacao C=C do anel. As vibracoes de valéncia da ligacao C-N no grupo amino ligado ao anel benzeno sao
observadas a 1310 cm™ para determinar a presenca de anel aromatico no espectro pode ser observada a
presenca de vibracao de alongamento correspondente a ligacao C-H que ocorre acima de 3000 cm como no
intervalo de 3115 a 3065 cm (COATES et al, 2000; MARY et al, 2012).

A ligacdao azo compondo complexos metalicos foi encontrada préoxima a 1500 cm? (SARANGI;
MAHAPATRA; SETHY, 2018). No entanto, alguns estudos demonstram que a ligacao N=N do grupo azo absorve
préximo de 1429 cm, porém, nao pode ser identificada em espectro de infravermelho, pois a natureza apolar da
ligacao proporciona bandas fracas. (LAMBERT et al.,, 1987; PAVIA; PAMPMAN; KRIZ, 1996; SILVERSTEIN,
WEBSTER, 2006).

Embora haja dados na literatura que comprovem que espécies de Candida spp. possuem a enzima
azorredutase (LUCAS et al., 2006; DEIVASIGAMANI; DAS, 2011), como observado nas Figuras 4,5, 6, 7,8 e 9, nos
ensaios fluorogénicos realizados neste estudo nao foi verificada biotransformacao do substrato pelas cepas
investigadas. Esse resultado pode ser explicado pela necessidade de ambiente microaerofilico para a atividade
da enzima azorredutase, sendo que em micro-organismos aerébicos, seu desempenho ideal é condicionado a um
mediador redox (SHAH et al., 2013; ELFARASH et al., 2017). Deve ser levado em consideracao que a enzima atua
em pH e temperatura ideais e, a variavel pH nao foi controlada neste estudo. Em relacao ao crescimento das

cepas, nao houve inibicao pelo substrato utilizado. Tal resultado seria esperado, pois, estruturas com grupamento
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benzoxazoélico apresentam potencial antiflingico inferior aos compostos benzotiazois, enquanto que, apresentam
potencial de inibicao moderada em cepas bacterianas (PADALKAR, 2016). Por outro lado, 2-benzoxazolas
substituidas sao vistas como potenciais farmacos antifiingicos, pois, podem apresentar mesma concentragcao
inibitéria minima sobre crescimento de espécies de Candida spp. do que antifiingico padrao (RAMALINGAN et al.
2004). Do mesmo modo, nao houve difusao do corante para o agar, essencial para a diferenciacao de espécies
de micro-organismos que apresentam determinada atividade enzimatica daqueles que nao apresentam (CELLIER
et al.,, 2014).

Na andlise por CCD, foi desconsiderado o fator de retencao dos extratos, visto que todos percorreram a
mesma distancia sobre a placa cromatografica. Bem como, nao foi dado seguimento na investigacao

espectroscopica que levaria a possivel via de degradacao do corante (TAN, 2013).

Figura 4: Placa sob luz UV de 360 nm com substrato
fluorogénico HFAZBO-CO2H a 0,05mmol.

Figura 5: Placa sob luz UV de 360 nm com
substrato fluorogénico HFAZBO-CO2H a 0,05mmol.

Figura 6: Placa sob luz UV de 360 hm sem substrato
fluorogénico.

Figura 7: Placa sob luz UV de 360 nm sem
substrato fluorogénico.
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Figura 8: Visualizagcao da placa cromatografica sob luz UV de 360 nm. (1) HFAZBO-CO2H, (2) HAMBO, (3) Candida
albicans (ATCC 10231)/HFAZBO-COzH, (4) Candida albicans (ATCC 10231), (5) Candida famata (RL38)/HFAZBO-
CO2zH, (6) Candida famata (RL38), (7) Candida glabrata (06130L)/HFAZBO-COzH, (8) Candida glabrata (06130L),
(9) Candida glabrata (RL49)/HFAZBO-CO2H, (10) Candida glabrata (RL49), (11) Candida glabrata
(0030L)/HFAZBO-CO2H,(12) Candida glabrata (0030L), (13) Candida guilliermondii (THO7)/HFAZBO-CO2H, (14)
Candida guilliermondii (THO7), (15) Candida krusei (ATCC6258)/HFAZB0O-CO2H, (16) Candida krusei (ATCC6258),
(17) Candida krusei (0037L)/HFAZBO-CO2H, (18) Candida krusei (0037L), (19) Candida krusei
(ATCC6258)/HFAZBO-CO2H.

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Figura 9: Visualizacao da placa cromatografica sob luz UV de 360 nm. (20) Candida krusei (ATCC6258),(21)
Candida parapsilosis (RL33) /HFAZBO-CO2H,(22)Candida parapsilosis (RL33), (23) Candida parapsilosis (RL38)
/HFAZBO-CO2H,(24)Candida parapsilosis (RL38), (25) Candida Stellatoidea (9875)/HFAZBO-COzH, (26) Candida
Stellatoidea (9875), (27) Candida Stellatoidea (3613)/HFAZBO-CO2H, (28) Candida Stellatoidea (3613), (29)
Candida tropicalis (ATCC 750)/HFAZBO-CO2zH, (30) Candida tropicalis (ATCC 750).
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CONSIDERACOES FINAIS

A sintese dos compostos esperados foi confirmada mediante FT-IR. No entanto, para otimizacao do
procedimento de sintese e purificacao, devem ser realizados novos experimentos, em replicata, e utilizando
diferentes concentracoes de substrato fluorogénico para os ensaios biologicos. A partir deste estudo, foi possivel
identificar uma concentracdao em que o substrato nao € metabolizado pela levedura. Porém, novos estudos
devem ser realizados para explorar a capacidade de biotransformacao de corantes azéicos por espécies do

género Candida no contexto da metabolomica e sua utilidade para fins diagnoésticos.
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