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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

Resumo 

 
SÍNTESE E AVALIAÇÃO DE PROPRIEDADES FOTOFÍSICAS E B IOLÓGICAS DE 2-
(2’-HIDROXIFENIL)BENZOXAZOLAS E CUMARINAS EM FUNGOS  DE INTERESSE 

CLÍNICO 
 
 

por Valeriano Antonio Corbellini 
 

Nesta Tese foram avaliadas a síntese e as propriedades fotofísicas e biológicas de cumarinas 
4,6,7-substituídas e 2-(2'-hidroxifenil)benzoxazolas 5'-substituídas (5'-HBXs). 2-(2'-
Hidroxifenil)benzoxazola e 2-(2'-hidroxi-5'-aminofenil)benzoxazola apresentaram potencial para 
utilização como fluorocromos em microscopia de epifluorescência de Fonsecaea pedrosoi ATCC 
46428. 6-N-acilaminocumarinas e 2-(2'-hidroxi-5'-aminoacil-fenil)benzoxazolas (Acil = Acetil, 
succinil) apresentaram potencial para aplicação como substratos fluorogênicos para detecção de 
atividade amidase por cromatografia em camada delgada em fungos de interesse clínico. 6-
Nitrocumarina também apresentou potencial para detecção de atividade nitrorredutase nestes 
microrganismos. 5'-HBXs (R=H, NH2, AcNH) e 2-fenilbenzoxazola não apresentaram potencial 
mutagênico sobre as linhagens TA100 de Salmonella typhimurium no ensaio 
Salmonella/microssoma e sobre a linhagem haplóide XV-185-14c de Saccharomyces cerevisae, 
sendo a presença do grupo hidroxila na posição 2' considerada um fator protetor para a 
citotoxicidade celular. A comparação da atividade antifúngica de 5'-HBXs e cumarinas com 
fenóis e ácidos salicílicos sobre F. pedrosoi ATCC 46428 mostrou que o aumento da 
complexidade molecular em relação ao grupo fenila altera os parâmetros físico-químicos que 
relacionam o diâmetro do crescimento micelial radial (CMR) com a concentração dos compostos 
citados. Os parâmetros fisicoquímicos que melhor se correlacionaram com a atividade antifúngica 
foram os valores de STERIMOL B1 e B2 do substituinte em fenóis 4-substituídos e a energia de 
hidratação em ácidos salicílicos 5-substituídos e em cumarinas 4,6,7-substituídas sendo possível 
propor modelos de correlação com apenas duas variáveis. Com 2-fenilbenzoxazolas os 
parâmetros selecionados apresentaram baixa correlação. Este comportamento também foi 
observado quando se tentou obter um modelo único via busca sistemática visando a associação 
entre as quatro classes de compostos. Por outro lado, foi possível obter modelos de correlação 
entre CMR e as absorbâncias relacionadas a freqüências dos espectros no infravermelho médio 
para cada classe de composto separadamente ou para associações destas classes, usando o método 
dos mínimos quadrados parciais (PLS). Em fenóis e ácidos salicílicos a faixa espectral que 
melhor correlacionou a atividade antifúngica foi 2000 a 1800 cm-1; em 2-fenilbenzoxazolas foi 
1260-1150 cm-1 e 800-700 cm-1 e em cumarinas foi 2000-1800 cm-1 e 900-600 cm-1. Um modelo 
de associação entre todas as classes foi obtido combinado as regiões de 3150-2850 cm-1, 2050-
1800 cm-1 e 1300-900 cm-1 e o mesmo pode ser descrito com 10 fatores e coeficiente de regressão 
de validação maior que 0,99. Este método apresentou um maior poder de previsão da atividade 
antifúngica e mostra-se como uma nova proposta para estudos de correlação quantitativa estrutura 
atividade biológica com base em espectros de infravermelho de uma série congênere de 
compostos. 
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL 

Abstract 

 
SYNTHESIS AND ASSESMENT OF  PHOTOPHYSICAL AND BIOLO GICAL 

PROPERTIES OF 2-(2'-HYDROXYPHENYL)BENZOXAZOLES AND COUMARINS IN 
FUNGI OF CLINICAL INTEREST 

 
 

Valeriano Antonio Corbellini 
 

In the present study, we assessed the synthesis and photophysical and biological properties of 
4,6,7-substituted coumarins and 5'-substituted 2-(2'-hydroxyphenyl)benzoxazoles. 2-(2'- 
hydroxyphenyl)benzoxazole and 2-(2'-hydroxy-5'-aminophenyl)benzoxazole can be used as 
fluorochromes in epifluorescence microscopy of Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428. 6-N- 
acylaminocoumarins and 2-(2'-hydroxy-5'-aminoacylphenyl)benzoxazoles (acyl = acetyl, 
succinyl) can be utilized as fluorogenic substrates for the detection of  amidase activity in fungi 
of clinical interest, by thin layer chromatography. 6-Nitrocoumarin proved to be useful in 
detecting nitroreductase activity in these microorganisms. 5'-HBXs (R=H, NH2, AcNH) and 2-
phenylbenzoxazole do not demonstrate mutagenic potential on TA100 strains of Salmonella 
typhimurium in the Salmonella/microsome assay and on the haploid strain XV-185-14c of 
Saccharomyces cerevisae. In this case, the presence of a hydroxyl group in position 2’ is 
considered to be a protective factor against cell cytotoxicity. The comparison of the antifungal 
activity of 5'-HBXs and coumarins with phenols and salicylic acids on F. pedrosoi ATCC 46428 
showed that the increase in molecular complexity relative to the phenyl group changes the 
physicochemical parameters that correlate the diameter of radial mycelial growth with the 
concentration of the previously mentioned substances. The physicochemical parameters with  
best correlation with the antifungal activity were STERIMOL B1 and B2 values of the 
substituent in 4-substituted phenols and the hydration energy in 5-substituted salicylic acids and 
4,6,7-substituted coumarins being possible to propose correlation models with only two 
variables. The parameters selected have demonstrated low correlation with 2-
phenylbenzoxazoles. This result was also observed when it was tried to obtain a sole model by 
systematic screening aiming the association among the four classes of compounds. On the other 
hand, by using the absorbances related to the frequencies of mean infrared spectra, we were able 
to obtain correlation models through partial least squares (PLS) for each group of substances 
alone or for the combination of these groups. The spectral range best correlated with the 
antifungal activity was 2000-1800 cm-1 at phenols and salicylic acids, 1260-1150 cm-1 and 800-
700 cm-1 at 2-phenylbenzoxazoles and 2000-1800 cm-1 and 900-600 cm-1 at coumarins. An 
association model among all classes was obtained combining the spectral ranges of 3150-2850 
cm-1, 2050-1800 cm-1 and 1300-900 cm-1, and such model can be described with ten factors and 
validation regression coeficient higher than 0.99. This method presented a higher antifungal 



 

 xiii

activity prevision power and it is shown as a new proposal for quantitative structural-biological 
activity relationships studies on basis in infrared spectra of a compound congeneric series. 
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1.1 GENERALIDADES 

 

 Atualmente existe uma gama de compostos antifúngicos utilizados no tratamento de 

micoses superficiais, subcutâneas e sistêmicas. Parte destes compostos pertence à classe das 

imidazolas ou triazolas, cujo mecanismo de atividade antifúngica envolve a inibição de enzimas 

do complexo citocromo P450 oxidase que atuam em diversas etapas do metabolismo primário e 

secundário de células fúngicas1 (figura 1). 
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 Figura 1: Antifúngicos azólicos utilizados na terapia de micoses. 

  

 O desenvolvimento de antifúngicos azólicos trouxe uma revolução no tratamento de muitas 

infecções fúngicas, porém, em alguns casos, tem se observado a ocorrência de incompatibilidade 

terapêutica com esta classe de compostos em virtude de sua elevada hepatotoxicidade ou a 

necessidade de associação com drogas mais tóxicas como a anfotericina B, principalmente em 
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casos de resistência a monoterapias. Anfotericina B por ser um fármaco com elevada 

nefrotoxicidade, devido ao seu precário perfil farmacocinético, cria situações peculiares e 

conflitantes, levando muitas vezes os médicos a situações imprevisíveis e desafiadoras no 

manuseio de certos quadros de infecções fúngicas. Neste contexto, fatores tais como o uso, 

muitas vezes indiscriminado, destas associações farmacológicas, aliado a quadros clínicos 

ancorados em patologias de base imunossupressoras, tais como o diabetes, a corticoterapia e, 

mais recentemente, a Síndrome da Imunodeficiência Adquirida, têm gerado pacientes mais 

suscetíveis a infecções fúngicas oportunísticas (ampliando o espectro de novos agentes 

etiológicos) e agentes infecciosos mais resistentes às terapias farmacológicas adotadas. Soma-se 

a este quadro o estabelecimento de um diagnóstico tardio, promovendo a cronicidade da infecção 

e retardando o início da antifungoterapia. Neste sentido, vários pesquisadores têm atuado em 

duas áreas: 

a) A primeira buscando obter métodos diagnósticos mais precisos e mais rápidos. Em infecções 

fúngicas estes métodos baseiam-se em princípios de microscopia, imunologia, bioquímica e 

biologia molecular2,3. Métodos microscópicos são frequentemente mais utilizados e buscam 

determinar, no menor tempo possível, a correta morfologia de fungos, principalmente naquelas 

micoses que podem ser causadas por vários agentes como no caso da cromoblastomicose4. 

b) A segunda buscando desenvolver novas drogas com características mais promissoras 

principalmente no que diz respeito a sua potência, eficácia e segurança no perfil farmacocinético.  

 No caso de novos métodos diagnósticos tem se destacado a microscopia de 

epifluorescência de fungos, que se baseia na impregnação de espécimes clínicos (amostras de 

cortes histológicos ou de fluidos biológicos) com fluorocromos que, sob irradiação com luz uv, 

visam obter uma melhor definição da microestrutura fúngica tanto na forma infectante (no 
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interior do hospedeiro) quanto na forma saprofítica (presente na natureza). A pesquisa de novos 

fluorocromos nesta área visa facilitar a metodologia de preparo de espécimes clínicos para 

análise, melhorar a definição de imagens buscando identificar detalhes morfológicos tais como 

constituintes intracelulares ou histoarquitetura de membrana, garantir a preservação do potencial 

fluorocrômico após armazenamento do material biológico corado e oferecer baixa toxicidade ao 

seu manuseio. 

 Já o desenvolvimento de novas drogas específicas para determinada atividade biológica é 

árduo e demorado, mobilizando profissionais de diversas áreas interdisciplinares e seguindo um 

protocolo rígido de etapas que devem ser atingidas para que o mesmo possa finalmente ser 

colocado à disposição da classe médica para sua utilização5. O período de tempo que transcorre 

desde o reconhecimento do problema, passando pela adoção de estratégia de ataque do mesmo 

até a disposição comercial de um novo medicamento é de 10 a 12 anos e pode ser melhor 

compreendido acompanhando-se um fluxograma simplificado das etapas envolvidas neste 

trabalho (figura 2). 

  Como pode ser visto o trabalho inicia com a seleção de uma nova estrutura base ou 

protótipo a partir do qual são feitas as modificações químicas desejadas, visando obter um grupo 

de moléculas a ser submetido a ensaios biológicos específicos. O trabalho segue com estudos de 

toxicidade, incluindo dose letal, genotoxicidade (mutagênese) e teratogenicidade.  

 A seleção de um novo protótipo molecular pode estar baseada pela descoberta ao acaso 

(por exemplo, penicilina), pela triagem empírica, pela extração de fontes naturais, pela 

modificação molecular, pela latenciação ou pelo planejamento racional5. 

 Os produtos naturais estão entre as principais classes de moléculas com potencial para a 

produção de novas gerações de compostos antifúngicos, sendo que boa parte dos antifúngicos 
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naturais é de origem vegetal6. Estes compostos podem ser de natureza constitutiva ou indutiva 

neste último caso, sendo produzidos somente em circunstâncias especiais como na invasão por 

fitopatógenos como é o caso das fitoalexinas, em especial das cumarinas7. 
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 Figura 2: Protocolo aplicado no desenvolvimento de um novo fármaco5. 

 

 A modificação molecular é conhecida como método mecanístico de síntese de estruturas 

aparentadas ou congêneres previamente planejadas, visando aprimorar suas propriedades 

biológicas do ponto de vista farmacêutico, farmacocinético e farmacodinâmico. Cabe salientar 

que a maioria das alternativas terapêuticas atualmente disponíveis são resultados deste processo 
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de planejamento, o qual também tem fornecido informações importantes sobre as relações 

qualitativas e quantitativas entre a estrutura química e a atividade biológica específica8. Pela 

modificação molecular podem ser obtidos derivados com propriedades superiores em relação ao 

protótipo, em geral com menos custo e tempo de produção.  

 A latenciação tem como princípios promover a alterações na estrutura do protótipo de 

modo a gerar uma forma inativa, conhecida como pró-fármaco, que, in vivo, é liberado para o 

tecido alvo após biotransformação (enzimática ou química). 

 O planejamento racional baseia-se na síntese de fármacos a partir de informações 

detalhadas ao nível molecular das bases bioquímicas das doenças e inclui a descoberta de 

moléculas e processos responsáveis pelos efeitos clínicos, bem como a estrutura molecular dos 

alvos de interação com os fármacos visando otimizar a sua especificidade. Diferente da 

modificação molecular, o planejamento racional possibilita a descoberta de estruturas 

completamente novas em relação ao protótipo. 

 A escolha do processo de seleção de um protótipo e da sua conseqüente otimização 

molecular estão na dependência de um conjunto de ensaios visando correlacionar qualitativa e 

quantitativamente uma determinada atividade biológica. Diversas metodologias têm sido 

difundidas visando obter, através de um conjunto de parâmetros físico-químicos e de ensaios 

biológicos específicos, a correlação entre estrutura e atividade biológica. Estes ensaios incluem 

métodos de regressão linear multivariada, algoritmos genéticos ou métodos quimiométricos e a 

sua escolha irá depender fundamentalmente do número de dados disponíveis tanto com relação 

ao número de derivados investigados em uma determinada resposta biológica (atividade 

fungistática, por exemplo) ou com relação ao número de parâmetros físico-químicos disponíveis 

para descrever a estrutura destes derivados quimiométricos9,10. 
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 Os derivados benzazólicos estão entre as classes de protótipos moleculares mais 

investigadas quanto ao seu potencial para desenvolvimento de novos agentes antifúngicos. 

Derivados desta classe de heterociclos apresentando o radical 2-(2’-hidroxifenil) têm sido alvo 

também, já há muito tempo, de investigações na síntese de fluoróforos por apresentarem 

transferência protônica intramolecular no estado excitado (ESIPT, do inglês, “excited state 

intramolecular proton transfer”)11,12 que lhes confere diversas propriedades tais como 

estabilidade, grande deslocamento Stokes e, em alguns casos, aplicações como corantes para 

LASER. Estes compostos também têm encontrado alguma aplicação como sondas moleculares13-

15, porém carecem de estudos quanto ao seu potencial como antifúngico, fluorocromo ou 

substrato fluorogênico. 

 Similarmente, outra classe de heterociclos que vem ganhando destaque, quanto a sua 

aplicação como antifúngico, nos últimos anos, são as cumarinas. Muitos dos seus derivados 

apresentam propriedades fluorescentes, também sendo utilizados em diversas áreas da 

fotobiologia como citometria de fluxo, fototerapia (no caso de furocumarinas), fotofísica 

(corantes para LASER) e bioquímica analítica (obtenção de substratos fluorogênicos para 

detecção de atividades enzimáticas específicas16,17). Esta aplicação tem se restringido a algumas 

poucas cumarinas, deixando o campo aberto para novos derivados. 

 Uma infecção fúngica típica de clima tropical e que vem causando resistência quanto a 

terapias antifúngicas farmacológicas é a cromoblastomicose. Seus agentes etiológicos têm como 

característica a deposição de um pigmento orgânico denominado melanina, que lhes confere 

resistência à destruição pelo sistema imune do hospedeiro humano influenciando também no 

perfil histopatológico das lesões18. 
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 A pesquisa de novos fármacos com potencial citotóxico específico contra estes agentes 

bem como a descoberta de novos métodos de marcação com fluorocromos, que permitam realizar 

um diagnóstico seguro desta micose ou observar alterações morfológicas decorrentes de ação de 

novos compostos antifúngicos, podem garantir uma melhor qualidade de vida aos pacientes 

acometidas por esta micose. 

 2-(2’-Hidroxi-fenil)benzoxazolas (HBXs) e cumarinas são heterociclos que atendem a estas 

duas necessidades uma vez que ambos apresentam variada gama de aplicações biológicas, são, de 

maneira geral, de fácil obtenção em laboratório e apresentam propriedades fluorescentes. 

 2-(2’-Hidroxi-fenil)benzoxazolas 5’-substituídas (5’HBXs) apresentam um vasto potencial a 

ser explorado quanto às suas propriedades fluorescentes e pesquisas nesta área, seja como 

fluorocromos para estudos de microscopia fluorescente ou como substratos fluorogênicos para 

detecção de enzimas, visando o desenvolvimento de métodos bioquímicos analíticos mais 

específicos. Por outro lado, o seu potencial toxicológico é pouco conhecido e, face ao interesse 

de aplicá-los futuramente como produtos no mercado farmacêutico, seria interessante explorar o 

seu potencial mutagênico, visando o estabelecimento de riscos de exposição ao seu manuseio. 
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1.2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.2.1 MICOSES SUBCUTÂNEAS E CROMOBLASTOMICOSE 

 

As micoses subcutâneas são infecções promovidas por um grupo de fungos que ataca o 

homem e também os animais vindo localizar-se preferencialmente no tecido subcutâneo2,3. 

Normalmente estes agentes são introduzidos no hospedeiro através de implantações traumáticas 

desenvolvendo a lesão a partir do ponto de inoculação com diferentes padrões morfológicos. 

Após implantação o agente fúngico pode permanecer localizado ou se disseminar por via 

hematogênica ou linfática. 

A evolução clínica da infecção depende da resistência do hospedeiro, da quantidade do 

inóculo e, principalmente, da virulência do fungo. A virulência dos fungos está associada a um 

conjunto de eventos metabólicos que culminam, após a sua inoculação, com modificações 

morfofisiológicas no interior do hospedeiro, tornando o resistente aos mecanismos imunes inatos 

e adaptativos de destruição obrigando então o uso de terapia farmacológica para o devido 

controle da infecção.  

Na maioria das infecções subcutâneas, os agentes se tornam virulentos devido à 

característica de polimorfismo, uma variação na morfologia em relação ao ambiente natural 

como resposta a uma adaptação ao ambiente agressivo do hospedeiro19. Alguns fungos que 

crescem normalmente em habitat natural na forma de micélio adaptam-se ao tecido subcutâneo 

transformando-se em corpos fumagóides assim denominados por apresentarem-se na forma de 

células leveduriformes globosas ou arredondadas com parede espessa e podendo ou não 
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apresentar divisão interna como é o caso de agentes da cromoblastomicose, em particular de 

Fonsecaea pedrosoi2,4. 

A cromoblastomicose é uma infecção micótica crônica e também conhecida como 

dermatite verrucosa por produzir, em meio a quadros clínicos diversificados, uma forma clássica 

caracterizada principalmente pela formação de lesões caracteristicamente verrucosas ou em 

forma de couve-flor2,20. 

As lesões costumam ocorrer com maior freqüência em agricultores do sexo masculino e 

localizam-se normalmente nos membros inferiores, principalmente em pernas e pés, seguidos 

pelos membros superiores devido à maior exposição destas áreas a acidentes laborais por 

traumatismo com gravetos secos (habitat natural dos agentes desta dermatopatologia)21. É 

possível, entretanto, encontrar lesões no tronco, no pescoço, na face e nas nádegas. Nos últimos 

anos uma variedade de formas clínicas e novos sítios de localização anatômica têm sido 

divulgados muitos deles associados a quadros de disseminação envolvendo órgãos internos como 

pulmões e cérebro2. 

 Os fungos envolvidos na etiologia da cromoblastomicose pertencem à família 

Herpotrichielaceae22 uma subdivisão atual da família Dematiaceae e são caracterizados por 

produzirem um pigmento negro na sua parede celular (a partir do 1,8-di-hidroxinaftaleno, DHN) 

conhecido como melanina-DHN ou feomelanina23,24. As unidades de DHN são copolimerizadas 

com resíduos de glicídios, lipídios, aminoácidos e polipeptídeos25 sendo finalmente depositadas 

na parede celular de formas vegetativas e parasitárias. Este biopolímero é um fator de virulência 

produzido e armazenado para induzir a penetração do patógeno na planta e protegê-lo de fatores 

ambientais agressivos como luz uv, acidez e calor23. Nas formas parasitárias em humanos a sua 

produção está relacionada com o padrão de resposta inflamatória granulomatosa26-30 e a 
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cronicidade da cromoblastomicose possivelmente em função da dificuldade das células do 

sistema imune inato e adaptativo destruirem a forma infectante18. 

Entre os agentes etiológicos da croblastomicose estão Fonsecaea pedrosoi, Fonsecaea 

compacta, Phialophora verrucosa, Cladosporium carrionii e Rhinocladiella aquaspersa. Outras 

espécies menos comuns incluem Exophiala jeanselmei e Wangiella dermatitidis. As cinco 

espécies inicialmente citadas produzem, quando inoculadas em ágar batata-dextrose ou 

Sabouraud, colônias filamentosas negras, que vão do verde-oliva ao marrom e preto, crescendo 

lentamente por cerca de quatro a seis semanas até a formação de corpos de frutificação4. 

O diagnóstico laboratorial é feito pela identificação microscópica de corpos escleróticos 

ou fumagóides em fragmentos (figura 3 B) ou biópsia de pele (figura 3 A) e pela identificação do 

agente após isolamento e cultura em placa em meio Sabouraud, Sabouraud com cloranfenicol ou 

Sabouraud com cloranfenicol e ciclo-heximida. A identificação do agente baseia-se na 

observação de corpos de frutificação pela técnica de microcultivo de modo a identificar os 

diferentes padrões de conidiogênese3,4 F. pedrosoi apresenta conidióforos contendo 

blastoconídios primários (C1) oriundos de células conidiógenas simpodiais (CS) sustentando um 

a quatro conídios secundários (C2), que, por sua vez, suportam um a quatro conídios terciários 

(C3) os quais culminam com cabeças de conídios esparsos (C4) (figura 3 C). Em F. compacta 

este arranjo é mais denso. C. carrionii apresenta micélio com cadeias ramificadas de 

blastoconídios (figura 3 D). Em P. verrucosa os corpos de frutificação aparecem como fiálides 

vasiformes com esferas de fialoconídios (figura 3 E). R. aquaspersa apresenta-se como conídios 

unicelulares que emergem em direções opostas na ponta do conidióforo lembrando uma palma 

(figura 3 F). F. pedrosoi e F. compacta podem apresentar variações micrormorfológicas menos 

freqüentes semelhantes a espécies de Cladosporium, Rhinocladiella e Phialophora. 
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 Figura 3: Micromorfologia de agentes de cromoblastomicose. A, B: Corpos muriformes 

em biópsia de pele e tratados com KOH, respectivamente. C: Fonsecaea pedrosoi com 

células condiógeas simpodiais (CS), conídios primários (C1), secundários (C2), terciários 

(C3) e cabeças de conídios (C4); D: Cladosporium carrionii; E: Phialophora verrucosa; F: 

Rhinocladiella aquaspersa.  
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 A histopatologia da cromoblastomicose caracteriza-se pela formação de reações tissulares 

cutâneas granulomatosas constituídas por macrófagos, células gigantes, linfócitos, plasmócitos e 

neutrófilos, com presença de microabscessos, granulomas e fibroplasia estando esta reação 

granulomatosa associada à presença de componentes da parede celular26-30. O fungo encontra-se 

nestas condições sob a forma de células castanhas, redondas ou poliédricas, de parede espessa 

(figuras 3 A e 3 B) medindo cerca de 5 a 12 µm, isoladas ou agrupadas. Apesar da diversidade 

morfológica no micélio reprodutor dos agentes de cromoblastomicose quando cultivados em 

ágar, na lesão tecidual todos se modificam para o padrão de células muriformes, tornando 

impossível a identificação do agente por visualização microscópica. Neste caso, tem-se lançado 

mão de técnicas imunológicas, principalmente a imunodifusão, visando diferenciar os agentes 

por reações antigênicas em função de componentes da parede celular (antígenos somáticos) ou 

secretados (exoantígenos) tais como lipídios e proteínas no tecido ou meio de cultura27,31. Desta 

maneira tem sido possível separar P. verrucosa, F. pedrosoi, F. compacta e C. carrionii de W. 

dermatitidis32. 

 A especificidade destes exoantígenos também tem sido investigada para aplicações em 

reações de intradermorreação, visando estabelecer um diagnóstico precoce da doença e do 

agente33-35
. Porém, no estágio de conhecimento em que se encontra este assunto, os estudos têm 

demonstrado que há um certo grau de resposta cruzada entre os diversos agentes, bem como 

agentes de outras micoses não relacionadas tornando obrigatório o isolamento e cultivo em ágar 

para sua completa identificação. 

 A identificação é importante uma vez que a instalação do quadro clínico, a morbidade e a 

evolução da doença após a terapia parecem ter correlação com o tipo de agente etiológico. Logo, 

o desenvolvimento de novas técnicas que melhorem a visualização e detalhes da 
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micromorfologia destas estruturas pode vir a beneficiar o estabelecimento de um diagnóstico 

mais correto e, conseqüentemente, de uma terapia mais adequada para o paciente. 

 Clinicamente a cromoblastomicose apresenta-se macroscopicamente multivariada o que 

dificulta o seu diagnóstico2,20. Normalmente são observadas lesões com localização unilateral, de 

evolução crônica subdivididas em dois grupos: 

a) Lesões nodulares: situadas principalmente em membros inferiores que iniciam por nódulos 

violáceos pequenos com crescimento lento e confluente podendo ulcerar com o passar dos anos e 

adquirir aspecto vegetante ou verrucoso (couve-flor) (figura 4 A). 

b) Lesões em placas que surgem em qualquer parte da pele e iniciam por pápulas pruriginosas de 

coloração vermelha violácea e crescimento excêntrico (figura 4 B). Com a evolução estas lesões 

assumem aspecto de placas com bordos papilomatosos violáceos, recobertos por crostas 

sorossanguinolentas podendo conter zonas cicatriciais retráteis no seu interior. 

 

A B

 

 Figura 4: Aspectos clínicos de lesões crônicas de cromoblastomicose. A: lesão vegetante; 

B: lesão em placa eritêmato-descamativa. 
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 Quanto ao tratamento a cromoblastomicose é uma das infecções fúngicas mais rebeldes 

quanto à resposta terapêutica2,3,20. Na maioria das vezes o tratamento é longo e sujeito a 

recidivas, podendo em alguns casos instalarem-se formas crônicas extremamente resistentes à 

terapia. Os tratamentos dividem-se em cirúrgicos e farmacológicos. 

 Para lesões pequenas estão mais indicados crioterapia, eletrocoagulação e exérese 

cirúrgica. Para lesões maiores é necessária a terapia medicamentosa sendo fluocitosina a droga de 

escolha. A remissão costuma ser rápida acompanhada de recidivas, o que obriga associações 

mais agressivas com outros antifúngicos tais como anfotericina B, tiabendazol e itraconazol. 

Mais recentemente estão sendo investigadas monoterapias com voriconazol que em ensaios in 

vitro têm demonstrado eficácia igual ou superior em amostras de agentes de cromoblastomicose 

em relação à fluocitosina e ao itraconazol36,37. 

 O uso prolongado de antifúngicos pode trazer complicações tais como a hepatotoxicidade 

com azólicos ou nefrotoxicidade com anfotericina B necessitando muitas vezes a interrupção 

temporária do tratamento para recuperações destas funções20. No caso de anfotericina B este 

problema tem sido resolvido parcialmente com a introdução da forma farmacêutica lipossomal, 

porém com elevação dos custos da terapia. Além destes procedimentos são necessárias outras 

medidas terapêuticas tais como antibioticoterapia e medidas anti-sépticas locais, visando o 

controle de infecções bacterianas secundárias que podem complicar o quadro clínico e a resposta 

terapêutica. Em casos mais severos torna-se necessária a amputação de membros. 

 Como pode ser visto, trata-se de uma infecção de grande morbidade que não leva o 

paciente à morte, mas pode trazer graves comprometimentos do seu desempenho funcional e, 

conseqüentemente, de sua condição social. Estes fatores motivam a busca de novas alternativas 

medicamentosas mais potentes e com novos mecanismos de ação, principalmente visando um 
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menor número de efeitos adversos para permitir, caso necessário, um tratamento prolongado 

mais seguro. Nesta situação surgem, como alternativas promissoras, compostos heterocíclicos 

tais como os derivados de benzoxazolas e de cumarinas cujas propriedades antimicrobianas e, 

particularmente, antifúngicas têm sido alvo de investigações por diversos pesquisadores nos 

últimos anos. 
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1.2.2 SÍNTESE E ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DE 2-FENILBENZOXAZOLAS 

 

 Sistemas benzazólicos têm-se tornado alvo de pesquisas devido às suas aplicações 

potenciais como intermediários na síntese de produtos farmacêuticos por apresentarem 

propriedades analgésicas antiespasmódicas, vasodilatadoras, antiinflamatórias, anti-histamínicas, 

antibacterianas, antivirais e antifúngicas. Benzoxazolas, particularmente, vêm se tornando alvo 

de interesse para síntese de novos agentes citotóxicos por alguns pesquisadores38,39 Logo, num 

trabalho de síntese de novas benzoxazolas com propriedades antifúngicas e fluorocrômicas torna-

se necessário revisar as metodologias disponíveis para acesso a estas estruturas e sobre suas 

propriedades antifúngicas, visando obter relações entre estruturas-atividade que direcionem a 

síntese de novos representantes desta família de heterociclos. 

 

 

1.2.2.1 Síntese de 2-fenilbenzoxazolas 

 

 2-Fenilbenzoxazolas podem ser obtidos por uma grande variedade de métodos de 

condensações divididas em duas grandes classes: as condensações oxidativas e as não oxidativas, 

sendo que a maior variedade de métodos reside na primeira classe40,41. 

 As condensações oxidativas baseiam-se na reação entre um aldeído aromático e um 

derivado de orto-aminofenol, em proporção equimolar, em presença de um agente de oxidação, 

sendo nitrobenzeno o primeiro agente a ser utilizado para este fim (figura 5)42. 

 

  



Fundamentação Teórica 

 18

 

[7][6]

[5]

[4]

R1
O

N
R1 CHO

H2N

HO N

H O

H

R2

[O]
R2

R2

R1
∆ ∆

 

 Figura 5: Método geral de obtenção de 2-fenilbenzoxazolas via condensação oxidativa 

entre orto-aminofenóis e benzaldeídos. 

 

 Inicialmente formam-se as correspondentes bases de Schiff que posteriormente completam 

a condensação intramolecular gerando o produto desejado. Neste caso, observa-se que grupos 

desativadores presentes no anel de fenila na posição 2, tais como halogênios e grupo nitro, 

melhoram o rendimento (60-80 %) enquanto que grupos hidroxila diminuem sensivelmente o 

rendimento (40-50 %). A substituição do nitrobenzeno por outros solventes como ácido acético 

tem sido relatada, visando obtenção de 2-arilbenzoxazolpironas (benzoxazolas associadas com 

núcleos de pironas) com rendimentos variáveis43. 

 Ciclizações oxidativas de bases de Schiff oriundas da condensação de orto-aminofenóis 

com aldeídos aromáticos têm sido investigadas com outras condições oxidantes. Rendimentos 

bons a moderados são alcançados com reagentes tais como tetraacetato de chumbo44, peróxido de 

níquel45, manganato de bário46, cloreto de cobre em presença de oxigênio47, cátion radical 

tiantreno (na forma do seu sal de clorato)48, diacetato de iodobenzeno49, triacetato de manganês50 

ou dióxido de manganês suportado em sílica-gel com microondas51. Oximas em presença de 

clorito de cálcio suportado em alumina sob ativação por microondas (60-80 W;4-5 min) também 

geram 2-fenillbenzoxazolas com rendimentos considerados elevados (75-95 %)51. 
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 2-Fenilbenzoxazolas também podem ser obtidas por condensações oxidativas através da 

reação de álcoois benzílicos com orto-aminofenol em presença de RuCl2(PPh3)3
52. Neste caso, o 

reagente oxida o álcool benzílico a aldeído que reage prontamente formando a base de Schiff 

com subseqüente condensação deste intermediário em presença de novo equivalente do 

catalisador, gerando o composto desejado. 

 A segunda classe de condensações baseia-se na reação entre derivados do ácido benzóico 

(incluindo ésteres, cloretos de ácido, anidridos e nitrilas) e orto-aminofenóis e ocorre sob a ação 

de ácidos fortes, tais como ácido clorídrico, sulfúrico concentrado53 ou polifosfórico54 em 

temperaturas elevadas (figura 6, rota a)). 
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 Figura 6: Métodos de obtenção de 2-fenilbenzoxazolas por condensação não oxidativa. 
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 Outros agentes de condensação tais como ácido para-tolueno sulfônico/tolueno sob 

refluxo39 e éster de polifosfato55 têm sido empregados. Reações de condensação também podem 

ser realizadas na ausência de agentes de condensação empregando altas temperaturas e tempos 

prolongados de aquecimento (24-48 h) utilizando solventes de alto ponto de ebulição em 

condições anidras tais como xileno56, dimetilsulfóxido e Dowtherm57 ou fusão térmica sob ação 

de microondas51. 

 O mecanismo desta reação sob ação de ácido polifosfórico, e utilizando orto-aminofenol e 

ácido benzóico como modelo, envolve a formação de uma 2-hidroxibenzanilida como 

intermediário58. O mecanismo acima não é aceito por unanimidade uma vez que na obtenção de 

benzimidazolas, a partir de derivados do ácido benzóico com orto-fenilenodiamina não há 

possibilidade de geração do éster, acreditando-se que neste caso haja formação direta de uma 

amida. A reação é realizada normalmente a temperaturas que variam de 180 a 250 ºC, por cerca 

de duas a quatro horas após o que o material é vertido sobre gelo e deixado descansar para 

promover a hidrólise do ácido polifosfórico. Com esta metodologia têm sido obtidas diversas 

benzoxazolas funcionalizadas tanto no anel benzoxazol como no radical fenila principalmente 

para aplicação em estudos de fluorescência por transferência protônica intramolecular no estado 

excitado (ESIPT, ver item 1.2.4.1) com rendimentos razoáveis particularmente para 2-(2’-

hidroxifenil)benzoxazol (HBO) e 2-(2’-hidroxi-5’-aminofenil)benzoxazol (HAMBO)15. 

 Ácidos carboxílicos também podem originar 2-fenilbenzoxazolas em presença de ácido 

polifosfórico, por condensação com derivados de fenilazida substituídos por grupos 

desativadores e com a posição para bloqueada59 (figura 6, rota c)). A reação necessita de dois 

móis de ácido carboxílico para um mol de fenol com formação de N,O-diacilfenil-hidroxilamina 

que se rearranja para N,O-diacil-orto-aminofenol via substituição nucleofílica aromática 
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intramolecular. Esta proposta mecanística é reforçada pela presença necessária de um grupo 

desativador na posição para da fenilazida. Por fim o ácido fosfórico cataliza a condensação final 

intramolecular do intermediário N,O-diacil-o-aminofenol gerando o produto esperado. 

 Uma alternativa para os derivados do ácido benzóico seria a sua substituição por haletos de 

arila, permitindo uma maior variedade de derivados de fácil acesso que originam as orto-

hidroxibenzanilidas por condensação com orto-aminofenóis via carbonilação catalisada por 

paládio41. As anilidas assim formadas podem ser submetidas à ciclização intramolecular 

desidratante por adição de ácidos para-toluenosulfônico ou metanosulfônico (figura 6, rota d)) 

gerando 2-fenillbenzoxazolas com rendimentos consideráveis. 

 2-Fenilbenzoxazolas podem ser obtidas também via reação de condensação intramolecular 

de orto-hidroxifenilamidinas geradas in situ por eliminação de halogênio de orto-

halobenzanilidas em presença de amida de potássio/amônia (figura 6, rota b))40. Com posterior 

aquecimento é possível a obtenção de diversas 2-fenilbenzoxazolas com rendimentos na faixa de 

50 a 85 %.  

 

 

1.2.2.2 Atividade antifúngica de 2-fenilbenzoxazolas 

 

 Nos últimos anos as benzoxazolas e análogos têm sido alvo de intenso estudo com relação 

às suas propriedades antitumorais, antibióticas e antivirais, originando uma variada classe de 

novos inibidores não-nucleosídicos, da topoisomerase I, da transcriptase reversa do HIV-1 e da 

girase do DNA ambos contendo um grupo arila ou alquila devidamente funcionalizados na 

posição 2 do sistema heterocíclico60-64 conforme pode ser observado na figura 7. Estes derivados 
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tem sido testados contra bactérias gram-positivas, gram-negativas e leveduras indicando uma 

ampla variedade de efeitos antimicrobianos in vitro particularmente contra a bactéria 

Pseudomonas aeruginosa e a levedura Candida albicans. 
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 Figura 7: Modelos de algumas benzoxazolas com propriedades antimicrobianas, 

antifúngicas, antivirais e antitumorais. 

 

 Em 2-fenilbenzoxazolas o grau de substituição, a natureza e a posição do substituinte no 

grupo fenila influenciam marcadamente a natureza da atividade antifúngica contra C. albicans38. 

Por outro lado o composto UK-1 (figura 8), uma bisbenzoxazola natural isolada de extratos 

orgânicos de culturas de Streptomyces sp 517-02 e com propriedades citotóxicas bem 

documentadas contra linhagens de células leucêmicas, não inibe o crescimento de bactérias 

gram-positivas, gram-negativas, leveduras ou fungos a concentrações de até 2,50x10-4 molL-1 39. 

Já os derivados semi-sintéticos metil UK-1 e desmetil UK-1 apresentaram atividades inibitória 



Fundamentação Teórica 

 23

sobre o crescimento de bactérias gram-positivas e gram-negativas, sendo metilUK-1 ativo contra 

leveduras e fungos filamentosos. 
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 Figura 8: Derivados do UK-1 com propriedades antimicrobianas, antifúngicas e 

antitumorais. 

 

 A substituição do grupo oxo no radical benzoxazolila de UK-1 por um grupo amino 

gerando um radical benzimidazolila e a simplificação da estrutura utilizando os derivados [23] e 

[24] levaram a um menor espectro de ação e a uma diminuição da potência antineoplásica e 

antibacteriana (Staphylococcus aureus e Pseudomona aeruginosa)39. 

 Nestas mesmas condições HBO ([23]) não se mostrou nem citotóxico nem antibacteriano 

de acordo com relatos anteriores de falta de atividade antibacteriana (> 1x10-4 molL-1) para este 

composto65. Segundo os autores, o resultado observado parece estar relacionado com a baixa 

capacidade do HBO em complexar o íon magnésio, uma vez que a atividade citotóxica, pelo 

menos em células neoplásicas, estaria relacionada com a formação de um complexo 

DNA+HBO+Mg2+, à semelhança do observado com UK-139. 
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1.2.3 SÍNTESE E ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DE CUMARINAS 

 

 Cumarinas ou 2H-1-benzopiran-2-onas66 são compostos que ocorrem no reino vegetal tanto 

na forma livre como combinada com glicosídeos. As famílias Apiaceae, Rutaceae, Asteraceae, 

Fabaceae, Oleaceae, Moraceae e Thymelaceae estão entre as mais citadas na literatura pelo 

conteúdo em cumarinas67 estando estes compostos associados com mecanismos de interação da 

planta com agentes externos (função de fitoalexina)7. Apresentam diversas atividades biológicas e 

por isso são alvo crescente de pesquisa na área de fármacos com atividade anticoagulante, 

estrogênica, fotossensibilizadora da pele, vasodilatadora, antielmíntica, sedativa, hipnótica, 

analgésica, citotóxica, antimicrobiana, antiviral, e, particularmente, antifúngica. A seguir serão 

apresentados algumas metodologias referentes à sintese de cumarinas e posteriormente serão 

enfatizados alguns estudos de atividade antifúngica com derivados cumarínicos. 

 

 

1.2.3.1 Síntese de cumarinas 

 

 Os métodos tradicionais de síntese de cumarinas baseiam-se em reações de condensação 

entre derivados de fenóis, do benzaldeído ou de alquilfenilcetonas com agentes alquilantes tais 

como ésteres, β-cetoésteres, α-hidroxiácidos entre outros68. 
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 O primeiro método a ser descrito para a síntese de cumarinas foi proposto por Perkin e tinha 

como princípio a adição nucleofílica de um resíduo de acetato oriundo de anidrido acético à 

carbonila do salicilaldeído catalisada por acetato de sódio anidro (figura 9, rota a)).  
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 Figura 9: Métodos de obtenção de cumarinas partindo-se de derivados de salicilaldeído ou 

de alquilfenilcetona. 

 

 Outros enolatos derivados do éster malônico ou de β-cetoésteres, tais como malonato de 

etila, acetoacetato de etila e cianoacetato de etila, gerados in situ por ação de bases orgânicas tais 

como piridina e piperidina, também se condensam com orto-hidroxialdeídos ou orto-

hidroxiacetofenonas originando cumarinas funcionalizadas na posição 368 (figura 9, rota b)). A 

condensação de orto-hidroxialdeídos com acetonitrila também é possível desde que se utilizem 
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bases mais fortes tais como hidróxido de potássio alcoólico ou etóxido de sódio, originando 3-

fenilcumarinas. 

 Uma alternativa para a construção do anel α-pirona de hidroxi-, metoxi- e nitrocumarinas é 

a reação de um reagente de Wittig, o carbetoximetilenotrifenilfosforano, com derivados de 

salicilaldeído em dietilfenilamina com ou sem solvente69,70 (figura 9, rota c)). 

 Cumarinas 3,4-dissubstituídas, não disponíveis pelos métodos tradicionais, podem ser 

obtidas por seqüência de três etapas envolvendo inicialmente a condensação de orto-

hidroxiarilalquilcetonas e α-bromoésteres, em presença de zinco (reação de Reformatsky), 

seguida por desidratação com cloreto de tionila e piridina e finalmente O-dealquilação e 

lactonização com ácido iodídrico e ácido sulfúrico (figura 9, rota d))68. Orto-nitrobenzaldeídos 

também originam cumarinas por condensação com ácido malônico e derivados71. Os 

intermediários assim formados são submetidos à denitrociclização, na presença de cobre em pó, 

gerando cumarinas com bons rendimentos (figura 9, e)).  

 Um segundo grupo de reações de obtenção de cumarinas envolvem condensações de 

agentes alquilantes via substituição eletrofílica aromática com derivados fenólicos. Pechmann foi 

quem descreveu pela primeira vez esta classe de reações utilizando ácido DL-málico que, sob 

condições ácidas enérgicas, gera o carbocátion 1-hidroxi-2-carboxietila o qual condensa com 

fenóis68 (figura 10, rota a)). 

 Trata-se de um método de aplicabilidade restrita, pois a presença de grupos desativadores 

nos fenóis inviabiliza a reação68. Ácido cítrico, em condições semelhantes, origina 4-

carboximetilencumarinas72. Quando se utilizam derivados de β-cetoésteres em ácido sulfúrico a 

frio, esta reação origina cumarinas 4-substituídas com elevados rendimentos (80-90 %), como no 

caso da 4-metilumbeliferona73 (figura 10, b)). 
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 Figura 10: Métodos de obtenção de cumarinas a partir de fenóis. 

 

 Fenóis 3-monossubstituídos ou 2,4-dissubstituídos com grupos alquila, hidroxila e 

dialquilamino fornecem bons rendimentos de cumarinas. Fenóis com grupos desativadores 

fornecem rendimentos menores ou não reagem. O ácido sulfúrico pode ser substituído por outros 

catalisadores ácidos de Lewis tais como cloreto de zinco, cloreto de alumínio, trifluoreto de 

boro74, resinas trocadoras de cátions75, e catalisadores sólidos suportados76. Rendimentos 

melhores com tempos reduzidos de reação podem ser obtidos realizando as reações sob irradiação 

com microondas77-79. Alterações na orientação da condensação podem ser obtidas com os 

mesmos reagentes e diferentes agentes de condensação como no caso do cloreto de alumínio que 

gera 6-metoxicarbonil-5-hidroxi-4-metilcumarina com resorcinolato de metila e acetoacetato de 

etila, ao passo que em ácido sulfúrico obtem-se apenas 6-metoxicarbonil-7-hidroxi-4-

metilcumarina68. 

 β-Cetoésteres ou compostos relacionados podem ser substituídos por derivados do 

propinoato de etila que, em presença de (dba)3Pd2⋅CHCl3, acetato de sódio e ácido fórmico, 
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adicionam-se a alcoxifenóis originando 4-metil e 4-fenilcumarinas80 (figura 10, rota c)). 

Posteriormente, foi proposta a síntese em uma etapa, de 4-fenilcumarinas via condensação de 

ácidos fenilpropinônicos com fenóis em presença de montmorilonita K10 e sob irradiação com 

microondas81 (figura 10, d)). A substituição de montmorilonita K-10 por APF/Tl(OAC)3
82 ou a 

utilização de estanatos de arila83 e triacetatos de arila84 também proporciona a síntese destes 

derivados cumarínicos.  

 Considerando-se os métodos acima apresentados pode-se dizer que para cumarinas mais 

simples como umbeliferona e 4-metilumbeliferona a condensação de Pechmann entre resorcinol 

e ácido DL-málico ou acetoacetato de etila ainda é o método mais adequado. Já cumarinas 6-

substituídas com grupos nitro e amino podem ser facilmente acessíveis por nitração da cumarina, 

seguida de redução com ferro e ácido clorídrico85 da 6-nitrocumarina, uma vez que em termos de 

orientação para a substituição eletrofílica aromática a posição 6 da cumarina encontra-se mais 

ativada66. Uma vez reduzido o grupo amino, é possível a obtenção de amidas por métodos 

tradicionais de acilação como a acilação de Schötten-Baumann86. 

 

 

1.2.3.2 Atividade antifúngica de cumarinas 

 

 Cumarinas são considerados metabólitos de defesa de plantas contra fungos e em algumas 

plantas são de natureza constitutiva. Em determinadas situações de infecção por fitopatógenos, 

observa-se o acúmulo induzido de certos derivados cumarínicos nos tecidos vegetais, que 

impedem a multiplicação celular do agente invasor87. Uma característica destes derivados, junto 

com outros heterociclos oxigenados, é a presença de hidroxilas fenólicas87,88. Os principais 
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fatores que interferem na produção destes compostos são o potencial de biossíntese do tecido 

hospedeiro e o grau de resistência do parasita89. Entre os derivados cumarínicos com estas 

propriedades encontram-se a escopoletina90-98 esculetina98, a umbeliferona96 e a aiapina93 (figura 

11). 
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 Figura 11: Cumarinas com propriedades antifúngicas liberadas em tecidos vegetais em 

resposta à infecção por fitopatógenos. 

 

 A ação inibitória de cumarinas sobre o crescimento de fungos parece estar relacionada com 

a síntese de celulose uma vez que oomicetos, cuja parede celular é formada predominantemente 

por celulose-glucano, são mais sensíveis à ação destes derivados que fungos superiores cuja 

composição da parede celular é predominantemente quitina-glucano99. Esta característica, 

somada com a natureza da funcionalização do sistema cumarínico (hidroxilas livres ou 

alquiladas) tem levado respostas variadas de fungos em relação a estes compostos. 

 Assim, escopoletina tem apresentado propriedades fungitóxicas sobre Pythium sp enquanto 

que aiapina é completamente inerte100. Cladosporium herbarum tem apresentado sensibilidade à 

escopoletina, porém não à aiapina, quando avaliado por bioautografia ao passo que 

Helminthosporium carbonum tem o seu crescimento radial inibido em 95 % por aiapina e 

somente 13 % por escopoletina a 5x10-4 molL-1 em ágar93. Curiosamente, quando cultivado em 
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meio líquido, H. carbonum tem o seu micélio alterado, crescendo na forma de um estroma com 

biomassa grandemente diminuída. 

 Ensaios in vitro de escopoletina e umbeliferona contra Ceratocistis fimbriata têm 

demonstrado que o efeito fungitóxico destes compostos depende do estágio de desenvolvimento 

do fungo, sendo a germinação de conídios duas vezes mais sensível a estes compostos que o 

crescimento micelial. Quando a concentração ultrapassa 2,4x10-3 molL-1 observa-se sobre o 

micélio uma atividade fungicida e sobre os clamidósporos apenas atividade fungistática96. 

Escopoletina e umbeliferona inibem a germinação de esporos com ID50 = 6x10-4 molL-1 para os 

dois compostos ao passo que o crescimento micelial é melhor inibido por escopoletina apesar de 

que a metoxilação de cumarinas geralmente reduz a sua toxicidade101,102. Simultaneamente à 

inibição do crescimento micelial, pode-se observar um decréscimo na conidiogênese e o aumento 

de formação de clamidósporos, sendo estas alterações morfofisiológicas reversíveis após 

reinoculação em ágar batata-dextrose (BDA). 

 A maior sensibilidade de inibição de germinação de esporos em relação ao crescimento 

micelial por escopoletina também tem sido observada em Ophiostoma ulmi97. Para a inibição da 

germinação foi encontrado um ID50 de 5x10-4 molL-1 ao passo que para a inibição do crescimento 

micelial ID50 ficou próxima a 3x10-3 molL-1. Sclerotinia sclerotiorum, por outro lado, mostrou 

maior sensibilidade à escopoletina para inibição do crescimento micelial com ID50 = 1,5x10-3 

molL-1 103. Aiapina mostrou um efeito fungitóxico bem mais potente com ID50 = 1,6x10-4 molL-1. 

Neste caso pode ser observado que o aumento da alquilação dos grupos fenólicos mostra um 

efeito fungitóxico contrário ao normalmente observado101,102. 

 Outras cumarinas (incluindo furocumarinas) extraídas de Amni majus apresentaram 

atividade fungistática contra Phitophtora palmivora e Colletotrichum capsici a concentrações na 
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faixa de 250 a 2000 mgL-1 104. Os dados acima demonstram a importância de funções oxigenadas 

livres ou alquiladas nas posições 6 e 7 de cumarinas para a potência antifúngica de cumarinas em 

relação a fitopatógenos. Este tipo de relação também tem sido avaliado em fungos de interesse 

clínico105. 

 A atividade antifúngica sobre Candida albicans, Cryptococcus neoformans, 

Saccharomyces cerevisae e Aspergillus niger também tem sido avaliada com derivados naturais e 

sintéticos de cumarinas 6,7-dissubstituídas, 6,7,8-trissubstituídas e de furocumarinas angulares 2- 

e 6-substituídas106. Neste estudo foi verificado que 

a)  furocumarinas angulares - angelicina, pseudoisopsoraleno, isopsoraleno e alopsoraleno - 

exibiram espectro e potência antifúngica similares (MIC na faixa de 62,5 a 250mgL-1), sendo 

a ordem crescente de sensibilidade  C. albicans < C. neoformans < S. cerevisae < A. niger. A 

substituição na posição 6 por grupos hidroxila, alcoxila ou acetila demonstrou que a 

alquilação diminui a atividade antifúngica, enquanto que a acilação pouco interfere sobre a 

mesma; 

b)  derivados da angelicina contendo grupos carboxila e etoxicarbonila na posição 8 mostraram 

menor atividade que a angelicina não funcionalizada. Entretanto as amidas correspondentes 

mostraram melhor potência antifúngica no caso de C. neoformans e S. cerevisae; 

c)  derivados cumarínicos 6,7-dissubstituídos exibiram atividade mais fraca ou não apresentaram 

atividade na faixa de concentrações testadas; 

d)  entre os derivados cumarínicos 6,7,8-trissubstituídos 8-n-propilesculetina foi o que 

apresentou maior espectro e maior potência antifúngica. 

 Em termos de relações estrutura-atividade foi possível concluir que o grupo hidroxila livre 

na posição 6 parece ser importante para a atividade antifúngica de cumarinas em leveduras. 



Fundamentação Teórica 

 32

 Uma outra relação estrutura-atividade antifúngica em favor de cumarinas tem sido 

apresentada na avaliação da atividade antifúngica de 3-hidroxi-6-metil-4-oxo-4H-piran-2-

carboxamidas sobre C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis107. No ensaio por microdiluição em 

caldo com amidas do ácido kójico com α-naftilamina, 3-aminoquinolina ou 7-amino-4-

metilcumarina (figura 12) pôde-se verificar que os derivados com o núcleo cumarínico 

apresentaram melhor atividade antifúngica para C. albicans e C. krusei (MIC = 8 e 4 mgL-1, 

respectivamente) mantendo-se inalterado (MIC = 128 mgL-1) para C. parapsilosis. 
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 Figura 12: Algumas 3-hidroxi-6-metil-4-oxo-4H-piran-2-carboxamidas sintéticas com 

propriedades antifúngicas contra espécies de Candida. 

 

 Segundo os autores107, a maior toxicidade do anel cumarínico, sobre as amostras de 

Candida avaliadas, poderia ser explicada condiderando-se a hipótese da lactona do anel de pirona 

formar uma ligação com um receptor de membrana. 

 Em fungos dematiáceos fitopatogênicos cumarina junto com outros sistemas heterocíclicos 

tais como indolin-2-onas, quinolin-2(1H)-onas, 1,2,3,4-tetra-hidroquinolin-2-onas, benzo-1,4-

tiazin-3(2H)-onas e benz-1,4-oxazin-3(2H)-onas, benzoxazol-2(3H)-tionas N-substituídas e 

benzotiazol-2(3H)-onas têm apresentado atividade inibitória sobre enzimas do sistema citocromo 

P450 oxidase relacionado com processos fisiológicos do metabolismo secundário como a 
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produção de melanina108. A presença destes agentes dissolvidos no ágar, em ensaios in vitro, leva 

ao acúmulo de diversos metabólitos secundários derivados da rota dos policetídeos. Triciclazol, 

particularmente, tem sido um modelo para estudo de inibição de síntese de melaninas em 

diversos fungos dematiáceos incluindo fitopatógenos, agentes de feo-hifomicose e de 

cromoblastomicose23. Estes compostos apresentam uma similaridade estrutural, a princípio, 

necessária para exercer a atividade de antimelanização. Na figura 13 estão apresentadas as 

estruturas de moléculas representativas das classes de substâncias acima referidas tendo ao centro 

a sua relação de similaridade estrutural. 
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 Figura 13: Modelos de drogas inibidoras de biossíntese de melanina DHN e sua relação de 

similaridade estrutural ([44]). X= N, O. 

 

 Os autores observaram como relação de similaridade três aspectos: a) a presença de um 

sistema benzobicíclico; b) contendo um átomo de nitrogênio (eventualmente oxigênio) em um 

anel em posição alfa ao anel benzênico; e c) a substituição no átomo de nitrogênio anular e na 
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posição peri do anel benzênico condensado ao anel heterocíclico associada à presença de uma 

função carbonila, tiocarbonila ou similar. 

 

1.2.4 FLUORÓFOROS, FLUOROCROMOS E SUBSTRATOS FLUOROGÊNICOS 

 

 Fluoróforos são compostos orgânicos que emitem luz após excitação de uma molécula no 

estado fundamental apresentando, ambos, o estado fundamental e o estado excitado, a mesma 

multiplicidade. Quando utilizados para a marcação de material biológico, passam a ser 

denominados de fluorocromos109. Substratos fluorogênicos são moléculas (normalmente 

orgânicas) que após transformação enzimática geram fluoróforos16. 

 Um requisito fundamental para um bom rendimento quântico de fluorescência é a presença 

de uma estrutura molecular rígida que minimize a perda de energia no estado excitado sob a 

forma não radiativa seja por processos fotofísicos (conversão interna) como por processos 

fotoquímicos (fotoisomerizações, fotooxidações, etc). 

 A luz emitida no processo de fluorescência pode se encontrar na região do ultravioleta ou 

do visível e considerando-se que a grande maioria das moléculas excitadas se encontrem no mais 

baixo estado excitado singleto (S1) cada molécula emite um fóton ao retornar ao estado 

fundamental. Conseqüentemente, utilizando-se sistemas de detecção apropriados é possível 

estabelecer uma relação linear entre o número de moléculas excitadas e a intensidade de 

fluorescência emitida permitindo a quantificação de moléculas no estado S1.  

 A distância entre o máximo de excitação (absorção no estado fundamental) e o máximo de 

emissão (luz no estado excitado) é denominada deslocamento de Stokes110. Este deslocamento 

costuma estar entre 50 a 70 nm fazendo com que a grande maioria de moléculas absorva e emita 
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na região do ultravioleta. Para a utilização de moléculas como substratos fluorogênicos é desejado 

que após a conversão enzimática o fluoróforo gerado emita fluorescência na região do visível o 

que facilita a inspeção visual em métodos de alto desempenho de “screening” de biocatalisadores. 

Esta característica pode ser alcançada pela presença de grupos cromóforos adequados na estrutura 

do fluoróforo como o grupo 2-hidroxibenzoilimino de 2-(2’-(hidroxifenil)benzazolas e o grupo 

2H-pirona de cumarinas (figura 14). 
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 Figura 14: Modelos de fluoróforos com seus respectivos grupos cromóforos (em negrito). 

A = 2-(2’-hidroxifenilbenzazolas); B = cumarinas. 

 

 

1.2.4.1 Propriedades fluorescentes de 2-(2’-hidroxifenil)benzazolas 

  

 2-(2’-Hidroxifenil)benzazolas são alvo de grande investigação em função de suas 

propriedades fotoemissoras devido a seu maior rendimento quântico de fluorescência em relação 

aos respectivos derivados homólogos porém sem a presença da hidroxila na posição 2111-119. A 

elevada fluorescência destes compostos tem motivado pesquisas visando suas aplicações como 

corantes para laser e ótica não linear120-124, cintiladores125, sensores para fibras ópticas119, 

monômeros para a síntese de polímeros fluorescentes126-128 ou como sondas para marcação de 

proteínas14,15,129 e para estudos de fototautomerismo de DNA13,130. 
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 A presença do cromóforo 2-hidroxibenzilimino em HBZs permite uma maior rigidez 

estrutural à molécula pela formação de ligação de hidrogênio intramolecular, aumentando a 

probabilidade de transmissão radioativa entre o estado excitado e o estado fundamental de 

moléculas desta natureza. Esta característica estrutural permite às HBZs a emissão de 

fluorescência por um outro mecanismos denominado transferência protônica intramolecular no 

estado excitado (ESIPT) (figura 15). 
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 Figura 15: Equilíbrio tautomérico e mecanismo de fotoemissão por transferência protônica 

intramolecular no estado excitado de 2-(2’-hidroxifenil)benzazolas.  
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 No estado fundamental e em solventes apolares e apróticos as HBZs apresentam-se 

predominantemente na forma de mistura de tautômeros enol sin e anti. Uma exigência para o 

mecanismo ESIPT é que somente a forma sin-enol pode apresentar ESIPT no estado 

excitado114,131. Em benzoxazolas o tautômero sin-enol E0 ([49]) é mais estável que a forma anti-

enol ([55]) e logo, sob excitação no seu máximo de absorção, gera um sin-enol excitado *E1 

([50]). Em solventes próticos predomina a forma do enol solvatado ES0 ([54]). Esta forma, no 

estado excitado não permite a ocorrência de ESIPT por razões estéricas, ou seja, pela ausência de 

um caminho direto de transferência entre o grupo doador (O-H) e o aceptor (N=C). Para o HBO, 

o estado excitado *ES0 (do enol solvatado, [53]) apresenta um tempo de meia-vida de 510 a 970 

ns, dependendo do solvente132, e o rearranjo deste confôrmero para uma forma sin-enol é 

ineficiente no tempo de meia-vida desta espécie excitada133. Dessa maneira, a fluorescência 

observada para este composto é devida apenas à forma *E1 ([50]) originária da forma E0 ([49]). 

 Em estados excitados singletos, o hidrogênio da hidroxila fenólica encontra-se mais ácido, 

enquanto que o nitrogênio de sistemas heterocíclicos apresenta-se mais básico134,135. Logo, 

através de ESIPT, o estado *E1 ([50]) é rapidamente convertido no tautômero ceto excitado *K1 

([51]) que, no caso de HBO, é 1,5 kcalmol-1 mais estável que a forma *E1 ([50])117. O tautômero 

ceto *K1 ([51]) emite luz originando o tautômero K0 no estado fundamental ocorrendo nova 

transferência protônica intramolecular regenerando o enol E0 ([49])136. 

 Quando a diferença energética entre os tautômeros *E1 ([50]) e *K1 ([51]) é pequena o 

processo é rápido devido à pequena barreira energética associada à elevada conversão interna, 

fazendo com que os rendimentos quânticos de fluorescência sejam baixos (10-2 a 10-3). Este 

fenômeno pode ser corrigido pela utilização de sistemas benzoxazólicos volumosos que 
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apresentam maior rigidez estrutural, aumentando rendimento quântico do processo ESIPT137. O 

tautômero ceto também se encontra rígido pelo estabelecimento de ligação de hidrogênio 

intramolecular entre os grupos N-H e C=O118 e, neste caso, o processo ESIPT ocorre a uma 

velocidade de 100 a 200 ns117,132,138,139. Para o HBO o tempo de meia-vida deste tautômero varia 

de maneira inversa com a constante dielétrica do solvente132. 

 Processos ESIPT são extremamente dependentes da polaridade do solvente a qual 

influencia a estabilidade das espécies excitadas *E1 ([50]), *K1 ([51]) e da forma enol solvatada 

excitada *ES0 e, conseqüentemente, o perfil dos espectros de absorção e de emissão12,140,141. 

No espectro de absorção de HBZs (figura 16, à esquerda), é comum serem observadas 

duas bandas relacionadas com a estrutura do enol na região de 320 a 340 nm em solventes 

apolares, sendo que o aumento da polaridade do solvente leva a uma perda da estrutura vibrônica 

com deslocamento hipsocrômico142. A primeira banda de absorção (em torno de 320 nm) é 

atribuída à absorção do tautômero anti-enol [55] enquanto que a segunda banda (em torno de 340 

nm) é atribuída ao tautômero sin-enol [49]130,132. 
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 Figura 16: Modelo de espectro de absorção (à esquerda) e de emissão (à direita) de uma 2-

(2’-hidroxifenil)benzazola. 
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 No espectro de emissão de HBZs (figura 16, à direita) podem ser observadas duas bandas: 

uma que predomina a maiores comprimentos de onda na região de 450 a 600 nm e outra na região 

de 300 a 450 nm. A banda de maior comprimento de onda (λK) está relacionada à emissão da 

forma ceto excitada ([51]) e a banda em menor comprimento de onda (λE) à emissão da forma 

sin-enol excitada ([50]) em solventes apolares ou a uma mistura de anti-enol e enol solvatado 

excitados em solventes polares confome dados espectroscópicos e de cálculos semiempíricos e ab 

initio114, 116-118,130,143. 

 O aumento da polaridade do solvente provoca um deslocamento batocrômico da banda λK, 

um deslocamento hipsocrômico da banda λE e uma diminuição na razão de intensidade de 

fluorescência λK/λE, principalmente em solventes que podem realizar ligação de hidrogênio 

intermolecular com a benzazola133. A dimuição na razão de intensidade de fluorescência λK/λE 

com o aumento da polaridade do solvente se deve basicamente a três efeitos associados: a) a uma 

diminuição da forma E0 ([49]) que leva a uma diminuição da concentração da forma E0* ([50]) e 

conseqüentemente, da forma ceto excitada K1* ([51]); b) a um aumento na forma enol solvatada 

excitada que leva a uma aumento da intensidade da banda λE e c) a uma diminuição do tempo de 

meia-vida da forma *K1 ([51]) nestas condições. Conseqüentemente, em solventes apolares 

(hidrocarbonetos), a banda λE desaparece. As bandas λE e λK exibem deslocamento Stokes 

anormalmente grande (150-200 nm), fazendo com que esta classe de fluoróforos absorva no ultra-

violeta e emita na região do visível. 

 A substituição por grupos doadores de elétrons (-OH, -OMe, -NH2, -NMe2) na posição 4’ 

ou 5’ do anel de fenila provoca efeito batocrômico nas bandas de emissão14,15,122,144 ao passo que 

grupos desativadores (-NHCOR, -C=C-R, -NCS) provocam efeito hipsocrômico15,127,145. 
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1.2.4.2 Propriedades fluorescentes de cumarinas 

 

 As cumarinas constituem a classe de heterociclos mais utilizada como fluoróforos e 

corantes para LASER, particularmente cumarinas com substituinte doador de elétrons (hidroxila, 

amino ou alquilamino) na posição 7 como a 7-amino-4-metilcumarina. Substituintes doadores na 

posição 6 como a 6-aminocumarina não são utilizados por apresentarem menor rendimento 

quântico de fluorescência. 

O processo de emissão de fluorescência em aminocumarinas é baseado na formação de um 

estado localmente excitado *C com forte contribuição de uma configuração eletrônica com 

separação de carga onde o grupo cumarínico apresenta uma carga líquida negativa e o substituinte 

amino com carga líquida positiva sobre o nitrogênio146. Dependendo da posição e do 

aminoderivado substituinte a separação de cargas está associada a um estado de transferência de 

carga interna torcido (TCIT)147,148. Neste estado, o orbital não ligante do nitrogênio encontra-se 

posicionado perpendicularmente (α = 90º) em relação ao plano do esqueleto cumarínico (figura 

17). 

Do ponto de vista teórico o estado TCIT gera emissões proibidas pela simetria fazendo com 

que as emissões desta natureza devam se originar de acoplamento vibrônico do movimento de 

torção com estados permissivos de maior energia no momento de transição147. 

Conseqüentemente, estados TCIT apresentam características de processos não radiativos levando 

a rendimentos quânticos de fluorescência muito baixos.   
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 Os estados *C e TCIT apresentam representações de simetria irredutíveis de modo que não 

podem interagir sendo possível observar a formação de duas bandas no espectro de emissão. A 

separação de cargas no estado excitado *C de cumarinas aumenta o seu momento de dipolo, 

levando a um deslocamento batocrômico em solventes polares. 
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 Figura 17: Mecanismo de fotoemissão por trasferência de carga intramolecular com 

geometria torcida em 6-aminocumarina.  

 

O estado TCIT induz uma maior separação de cargas de modo que o aumento da polaridade 

do solvente leva a uma maior interação do estado excitado com o solvente aumentando o número 

de moléculas com geometria confinada a uma pequena região em torno de α = 90º, levando a um 

menor rendimento quântico de fluorescência e a um efeito batocrômico mais intenso com 

deslocamentos de Stokes consideráveis. É o caso de 7-aminocumarina e 6-aminocumarina. 

Enquanto a 7-aminocumarina apresenta um estado de transição com maior contribuição de um 

estado excitado com transferência de carga, 6-aminocumarina apresenta-se como um estado 
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TCIT148. Em etanol, o deslocamento Stokes para a primeira é de 5500 cm-1, enquanto que para a 

segunda passa para 9900 cm-1. Um efeito contrário é observado com grupos retiradores de 

elétrons ligados ao átomo de nitrogênio que promovem uma diminuição da densidade eletrônica 

do estado excitado com menor contribuição de separação de cargas e menor deslocamento 

hipsocrômico nos máximos de emissão.  

 

 

1.2.4.3 Fluoróforos para microscopia de epifluorescência de fungos 

 

Técnicas de fluorescência têm-se tornado uma ferramenta importante em microscopia para 

o estudo de aspectos morfológicos de estruturas celulares. À medida que equipamentos mais 

sofisticados são criados, simultaneamente surge a necessidade do desenvolvimento de novos 

fluorocromos com propriedades mais específicas quanto à coloração de tecidos e quanto à 

estabilidade à luz, ao ar e à temperatura durante armazenagem do material biológico. Em 

micologia a microscopia de epifluorescência (MEF) tem encontrado aplicações como método 

para avaliação da viabilidade celular de leveduras149,150 e de esporos151,152 do crescimento de 

fungos153, da morfologia de fungos nematófagos no solo154-157 e em espécimes clínicos (fluidos 

biológicos, biópsia de pele e outros tecidos) para diagnóstico de micoses cutâneas, subcutâneas e 

principalmente sistêmicas158-163. 

Vários fluorocromos têm sido utilizados em estudos de microscopia de epifluorescência em 

micologia clínica diagnóstica. 

Os primeiros derivados utilizados para este fim foram os compostos diaminoestilbenos 

introduzidos na área de micologia clínica quase simultaneamente em 1984158,159,164 (figura 18). 
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Estes compostos comercialmente conhecidos como Calcofluor White ou Tinopal (Sigma, Estados 

Unidos) ou Blankophor (Bayer, Leverkusen, Alemanha) são utilizados como branqueadores 

ópticos na indústria de papel desde 1941. 
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 Figura 18: Blankophor ®, modelo de branqueador óptico da classe ácido 

diaminoestilbeno dissulfônico. 

 

Estes fluoróforos possuem a propriedade de se intercalar, por ligação não covalente, 

especificamente em polissacarídeos ligados por resíduos β-glicosídicos (quitina-glucano e 

celulose-glucano)165-168 que se torna mais específica em presença de corantes acessórios169 além 

de boa estabilidade ao pH alcalino, permitindo longos tempos de armazenamento de soluções 

estoques sob refrigeração e a possibilidade de combinação com outros métodos de coloração e 

imuno-histológicos155,160. 

Estes compostos impregnam tanto células velhas quanto células jovens não permitindo 

diferenciação morfofisiológica170. Ao impregnarem as células fúngicas apresentam, em meio 

aquoso, fluorescência azul, quando irradiados abaixo de 400 nm e amarelada quando irradiados 

acima de 420 nm, mantendo-se estáveis à luz por longo tempo quando ligados a polissacarídeos. 

Por outro lado, quando irradiados (luz uv) na forma livre e em solução aquosa apresentam 

fotoesmaecimento irreversível devido à fotoisomerização geométrica cis-trans162. 



Fundamentação Teórica 

 44

Este conjunto de propriedades permite a marcação de parede celular de fungos fazendo com 

que estes compostos sejam amplamente utilizados em análise da histoarquitetura de elementos 

celulares163,171-176 bem como em micologia diagnóstica na quantificação177 e na identificação de 

células fúngicas em solos155, plantas153,178 e em espécimes clínicos160,161,179-186. 

Do ponto de vista acadêmico, vários outros fluoróforos têm sido aplicados no estudo de 

morfologia de células fúngicas tais como brometo de etídio, diacetato de fluoresceína, diacetato 

de carboxi fluoresceína e rodamina B. 

O diacetato de fluoresceína tem sido utilizado como sonda para avaliar viabilidade celular 

em fungos e leveduras150,187-189. O reagente não é fluorescente, mas ao ser metabolizado por ação 

de esterases intracelulares, gera fluoresceína in loco que impregna o material celular permitindo 

diferenciação morfofisiológica entre hifas jovens e velhas bem como de esporos187. 

Conseqüentemente, em presença de hifas com baixo metabolismo, o material é pouco corado, 

necessitando de combinação com outros fluoróforos tais como Calcofluor White ou rodamina B 

para melhor definição da arquitetura celular155. 

Outro derivado é o diacetato de carboxifluoresceína, que utiliza o mesmo princípio de 

detecção de viabilidade celular do diacetato de fluoresceína, mas com a vantagem de ficar retido 

no interior da célula após metabolização, estando a viabilidade relacionada com o nível de 

retenção intracelular de carboxifluoresceína gerada, sendo aplicado na determinação de 

viabilidade de conídios de diversos hifomicetos, particularmente na elucidação de mecanismos de 

alterações morfofisiológicas de alterações na membrana destas estruturas151,152. 

Um dos maiores inconvenientes da utilização de fluoresceína como fluorocromo é o rápido 

fotoesmaecimento observado nas preparações para microscopia de epifluorescência após alguns 

minutos de exposição da lâmina sob luz uv (450-490 nm), principalmente quando as observações 
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são realizadas em maiores magnificações (400 a 1000 vezes), obrigando que a documentação 

fotográfica seja rápida (até cerca de 1 min) após a focalização no microscópio de 

epifluorescência157. O problema pode ser contornado utilizando-se um inibidor de 

fotoesmaecimento como citifluor AF317,155. Por outro lado, outro incoveniente importante é o fato 

de que soluções corantes de acetato de fluoresceína são de baixa estabilidade sendo necessário 

prepará-las minutos antes de iniciar o procedimento de coloração. 

 Brometo de etídio ou iodeto de propídio ligam-se especificamente a ácidos nucléicos e são 

utilizados na detecção de viabilidade de conídios após exposição destes a antifúngicos para 

identificar possíveis alterações na permeabilidade da membrana celular151,152. São compostos 

tóxicos (efeitos mutagênicos) cuja utilização é evitada sempre que possível. 

 Rodamina B tem sido empregada como fluorocromo para materiais lipídicos190,191, o que 

permite diferenciar conídios de hifas que passam a ter coloração vermelha enquanto conídios 

apresentam coloração alaranjada155. A qualidade dos resultados com este fluorocromo é 

dependente da concentração e do modo de fixação e costumam ser pouco satisfatórios. Para 

colorações vitais deve ser usado em associação com outros fluorocromos, tais como FDA e 

Calcofluor White155. 

 

 

1.2.4.4 Substratos fluorogênicos para pesquisa de biocatalisadores 

 

As biomoléculas que apresentam atividade biocatalítica com potencial para aplicação em 

síntese orgânica podem ser classificadas em três grandes grupos: as enzimas, os anticorpos 

biocatalíticos e os ácidos nucléicos (RNA e DNA). Entre estas, as enzimas são as que mais 
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adquiriram popularidade na indústria química, sendo a classe de biomoléculas mais utilizada 

como catalisadores em substituição a processos químicos convencionais192,193. Devido a esta 

grande demanda, surge a necessidade de aumentar a diversidade de biocatalisadores disponíveis 

comercialmente, buscando melhorar as suas propriedades fisico-químicas, seja por seleção 

genética ou por pesquisa direta de novas fontes de materiais enzimáticos na biosfera194. Em 

ambas as situações, é necessário dispor de métodos de “screening” de seleção de novas fontes 

naturais (microrganismos, plantas, animais) associados a métodos de detecção de reações 

enzimáticas, que apresentem elevada sensibilidade (permitindo o reconhecimento do maior 

número possível de prováveis fontes de biocatalisadores) com elevada especificidade para a 

reação desejada16. 

 Os métodos de seleção incluem a utilização de meios seletivos ou diferenciais, 

principalmente quando se busca a aplicação de fontes microbianas nestes processos. Já os 

métodos de detecção, utilizados quando os microrganismos disponíveis não podem ser 

previamente selecionados, exigem que haja uma separação física inicial para que o ensaio 

enzimático específico possa ser realizado. Neste caso, utilizam-se ensaios altamente sensíveis 

aliando reagentes simples (corantes ou fluorocromos) ou complexos (enzima imunoensaio - 

ELISA) em placas com ágar específico ou placas de microtitulação aliados a métodos de 

instrumentação simples (inspeção visual, densidade ótica) ou elaborados (cromatografia líquida 

de alta eficiência, espectrometria de massas, eletroforese capilar).  

 Os ensaios imunoenzimáticos (ELISA) utilizam anticorpos em fase sólida195,196 ou em meio 

homogêneo197,198, que se ligam seletivamente ao produto da reação. Entretanto, nem sempre é 

possível preparar um anticorpo que seja seletivo ao produto e que não reaja com o substrato. 

Estas preparações envolvem tempo excessivamente longo, pois necessitam da síntese de 
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conjugados do produto da reação com a sua proteína carreadora bem como da imunização de 

animais (coelhos, cobaios) ou ainda culturas de células animais para geração de anticorpos. 

 Abordagens instrumentais como Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), 

Espectrometria de Massas (EM) ou Eletroforese Capilar (EC) baseadas em monitoramento de 

reações biocatalíticas apesar da sensibilidade da detecção são caras e limitadas a poucas centenas 

de amostras por instrumento e por dia de trabalho. 

 Neste sentido, tem-se buscado desenvolver métodos de “screening” para biocatalisadores 

utilizando ensaios cromogênicos e fluorogênicos. Estes ensaios baseiam-se na geração de um 

produto colorido ou fluorescente que se relaciona diretamente com o acúmulo de um substrato 

específico durante o curso da reação. Tais ensaios são razoavelmente simples, de fácil execução e 

podem ser manipulados para permitir a investigação de uma ampla variedade de amostras em 

pouco tempo, principalmente devido aos recentes desenvolvimentos de ultraminiaturização de 

bioensaios fluorimétricos. O ponto final envolve a separação e a revelação do produto por 

cromatografia em camada delgada (CCD), sendo os produtos detectados diretamente pela cor 

gerada (inspeção visual direta ou associada à presença de indicadores de pH199) ou pela emissão 

de fluorescência (comumente por revelação sob luz uv 365 nm).  

No planejamento de um novo substrato fluorogênico para pesquisa de biocatalisadores 

deve-se levar em conta que o mesmo deve ser passível de encaixar no sítio ativo de enzima com 

atividade específica, deve ser passível de solubilização em água (pelo menos parcialmente) e ser 

de baixa citotoxicidade para os casos em que se trabalha com culturas de células. 

Para os casos em que o substrato também é fluorescente o máximo de emissão do mesmo 

deve ser afastado do máximo de emissão do fluoróforo (produto a ser detectado) para garantir 

maior especificidade na detecção da fluorescência emitida. Para a detecção por CCD ainda é 
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necessário que o substrato e o fluoróforo apresentem Rfs bem diferenciados e que as manchas de 

fluorescência por eles produzidas sejam suficientemente estáveis para a documentação 

fotográfica. O rendimento quântico deve ser alto para garantir maior limite de detecção. 

 A especificidade do substrato pode ser melhor alcançada através de estudos de QSAR, que 

permitem estabelecer quais os fatores estruturais que governam a melhor interação com o sítio 

ativo da enzima permitindo a maximização da reação em estudo. Neste sentido, a utilização de 

coleções (bibliotecas) de substratos fluorogênicos ao invés de um único exemplar de uma família 

de compostos tem se mostrado uma ferramenta útil na caracterização de padrões de reatividade de 

grupos de enzimas como recentemente verificado na avaliação da especificidade de plasmina e 

trombina proteases200. 

Os substratos fluorogênicos mais utilizados são os derivados de cumarinas, 

particularmente de 7-hidroxicumarina (U), da 7-hidroxi-4-metilcumarina (MU) e da 7-amino-4-

metilcumarina (7AMC) e 7-amino-4-trifluorometilcumarina (7ATFMC)16. Estes derivados têm 

sido utilizados para detecção de lipases, esterases, amidases, peptidases, retroaldolases, 

fosfatases, epóxido hidrolases, glicosidades e nitrorredutases. Nesta revisão será dada ênfase à 

detecção de atividade amidase e nitrorredutase, utilizando diferentes substratos fluorogênicos 

associados a diferentes mecanismos de geração de fluorescência. 

 

 

 

1.2.4.4.1 Substratos fluorogênicos para detecção de amidases 
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 Amidases ou amido-hidrolases são enzimas que hidrolisam a ligação amida em presença de 

água em condições biológicas ou promovem a reação de condensação entre um ácido carboxílico 

e uma amida em solventes orgânicos apolares e quantidades controladas de água. Em função da 

natureza do substrato orgânico que contém o grupo amida são descritas diversas classes e 

subclasses de amidases. Estas enzimas incluem proteases, peptidases, hidantoinases, 

penicilinacilases. Também lipases e esterases inespecíficas podem apresentar atividade 

amidase195. 

 Diversas reações podem ser catalisadas por amidases em processos sintéticos interesse 

industrial ou laboratorial. Penicilina acilases (internacionalmente denominadas de EC 3.5.1.11) 

são utilizadas na hidrólise de benzilpenicilina194,201 na resolução de aminas202 e álcoois203, na 

síntese de ésteres e amidas do ácido fenilacético204-206 e de antibióticos β-lactâmicos207,208. 

Ftalilamidases tem sido empregadas na desproteção de grupos amino protegidos por radical 

ftalila209,210. Hidantoinases, compreendendo N-carbamoil-aminoácido amido-hidrolases e β-

ureidopropionases, estão envolvidas com a síntese de aminoácidos enantioméricos211,212. 

Especificamente na área farmacêutica o conjunto de amidases (na forma bruta ou 

purificada) associadas a substratos fluorogênicos tem servido como métodos de “screening” para 

novos fármacos sintéticos e naturais. Na área clínica, as amidases têm sido empregadas na 

detecção sanguínea de fármacos tais como acetaminofen213. Também diferentes amidases têm 

sido quantificadas por fluorimetria em fluidos biológicos visando o diagnóstico de determinados 

quadros clínicos. 

Diversos mecanismos de geração de fluoróforos a partir de substratos fluorogênicos têm 

sido relatados e muitos já estão bem consolidados em ensaios automatizados. 
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O método clássico, mais amplamente difundido, baseia-se na utilização de substratos 

fluorogênicos constituídos por um resíduo de 7AMC ou ATFMC formando ligação amida com 

grupos carboxílicos terminais de aminoácidos, ácidos carboxílicos ou peptídeos16. O princípio de 

detecção baseia-se na quantificação deste resíduo, liberado após hidrólise enzimática da ligação 

amida (figura 19). 
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 Figura 19: Modelo de reação clássica de detecção de atividade amidase por fluorimetria. 

 

A 4-metil cumarina apresenta máximo de excitação, em meio aquoso, entre 370 e 380 nm 

(dependendo do pH) e máximo de emissão em 440 nm. Grupos peptídicos ligados na forma de 

amida ao grupo amino promovem um deslocamento hipsocrômico fazendo com que a 440 nm 

haja pouca fluorescência de substrato não hidrolisado214. No caso de cadeias polipeptídicas os 

métodos podem ser compostos por uma associação de enzimas onde a enzima de interesse 

hidrolisa inicialmente um aminoácido ou o peptídeo N-terminal, sendo que o produto resultante é 

finalmente eliminado por hidrólise via protease inespecífica como tripsina ou por uma reação 

térmica215,216. 

Com base nesta metodologia clássica, diversos substratos fluorogênicos têm sido 

planejados e utilizados na detecção de diversas enzimas para fins diagnósticos entre eles γ-Glu-

MCA217 e γ-Glu-TFMCA218 para a quantificação contínua de γ-glutamiltranspeptidase (GGT), 
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uma enzima hepática induzida em resposta a certas toxinas e hepatocarcinógenos; Asp-Glu-Val-

Asp-MCA para a detecção de atividade caspase ICE/CED-3, uma protease envolvida com a 

mediação da morte celular programada (apoptose)219; L-Arg-MCA para a detecção de uma 

aminopeptidase imunogênica de C. albicans utilizando a técnica de ELISA220,221; Boc-Val-Leu-

Lis-MCA222, Carbobenzoxi (Z)-His-Glu-Lis-MCA e (Z)-Glu-Lis-MCA, (Z)-Phe-Arg-MCA e 

Boc-Phe-Ser-Arg-MCA223 para a detecção de Lis-gingipaína, uma cisteínaprotease  secretada pela 

bactéria anaeróbia Porphyromonas gengivalis, implicada na etiologia da periodontite adulta; [4-

(7-(Dimetilamino)cumaril)]acetil-Ser-Asp-Lis-Prolina para a detecção da enzima conversora da 

angiotensina I224. Neste último caso, a ligação amida deve-se ao grupo carboxila de uma cumarina 

e um grupo N-terminal de uma cadeia peptídica. 

Na área de “screening” de biocatalisadores tem se verificado a utilização de fenilacetil-

MCA para a detecção de atividade penicilina acilase em ensaios de alto desempenho com 

enzimas puras e com extrato de cultura de várias linhagens bacterianas214 e Boc-ε-acetil-LisMCA 

e tos-Gli-Pro-Lis(Ac)MCA têm sido utilizados na detecção de novos inibidores de histona-

deacetilases, enzimas envolvidas com a regulação transcripcional da expressão genética em 

células eucarióticas225-228. Uma outra metodologia, que utiliza associação de enzimas, tem sido 

proposta para a detecção contínua ou descontínua de piroglutamilaminopetidase (TRH-DE), uma 

enzima que catalisa a remoção do resíduo N-piroglutamil terminal do hormônio liberador da 

tireotropina-TRH. Neste caso ocorre inicialmente a clivagem do resíduo N-piroglutamil do 

substrato Glp-His-Pro-AMC (TRHAMC), por ação da TRH-DE, produzindo histidil-prolil-7-

amino-4-metilcumarina (HPAMC). No ensaio descontínuo HPAMC é clivado por ciclização 

térmica intramolecular liberando MCA216, enquanto que, no ensaio contínuo, HPAMC é 

hidrolisada por dipeptidilpeptidase IV (DPP-IV)215 (figura 20). 
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 Figura 20: Detecção de atividade piroglutamilaminoppetidase (TRH-DE) por associação 

de enzimas. 

 

 Um ensaio mais complexo tem sido proposto recentemente para a detecção de penicilina 

acilases229. Este método foi planejado com base em substratos fluorogênicos derivados da 

umbeliferona (7-hidroxicumarina) com grupos funcionais não ativados. Em presença de 

penicilinacilase este derivado ([67]) gera o 1,2-aminoálcool [68] sensível à oxidação por um 

reagente químico (o periodato de sódio) produzindo o β-7-hidroxicumarinilpropionaldeído ([69]). 

Este, por fim, é então submetido à β-eliminação por BSA, originando novamente a umbeliferona 

([34]) (figura 21) que pode ser detectada por inspeção visual em placas de microtitulação  
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  Figura 21: Ensaio fluorogênico acoplado ao periodato de sódio para detecção de 

penicilina acilases. O aminoálcool [68] é oxidado in situ por periodato de sódio seguido 

por β-eliminação catalisada por BSA originando umbeliferona ([34]) como fluoróforo. 

 

 Cabe salientar que, neste caso, o reagente periodato não interfere com as enzimas em teste 

ou com a BSA nem com os substratos. Além disso, os substratos são marcadamente resistentes à 

catálise enzimática inespecífica ou a condições drásticas de realização do ensaio (altas 

temperaturas ou valores extremos de pH e de concentração de tampão e de proteína), estando 

particularmente indicadas para pesquisa de enzimas de extremófilos16. 

 

 

1.2.4.4.2 Substratos fluorogênicos para detecção de nitrorredutases 

 

 As nitrorredutases atuam sobre nitrocompostos aromáticos tanto na presença quanto na 

ausência de oxigênio230-233 e estão relacionadas com mecanismos de resistência a antibióticos234 e 
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com processos de biodegradação de corantes235,236, pesticidas237,238 e explosivos239-243. Em 

presença de oxigênio é possível distinguir dois tipos de nitrorredutases em sistemas biológicos 

(figura 22): 
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 Figura 22: Vias metabólicas de nitrocompostos aromáticos relacionadas com atividades 

nitrorredutases tipo I (a) e tipo II (b) em presença de oxigênio. 

 

a)  Enzimas sensíveis ao oxigênio (tipo II) que catalisam transferência de um elétron ao grupo 

nitro produzindo um ânion nitro radical230. Neste caso o ânion radical nitro reage com 

oxigênio formando ânion superóxido e regenera o nitrocomposto original231. 

b)  Enzimas insensíveis ao oxigênio (tipo I) que reduzem o grupo nitro em uma série de 

transferências de 2 elétrons produzindo respectivamente os derivados nitroso, hidroxilamino e 

amino232,233. O intermediário nitroso normalmente é muito reativo e de difícil isolamento em 

reações bioquímicas, entretanto sua estrutura pode ser inferida a partir de estudos de reduções 

químicas controladas de nitrocompostos. Por outro lado a formação do intermediário 
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hidroxilamino é bem estabelecida sendo detectado em várias biorreduções sendo em algumas 

delas o produto final239,244,245. 

A atividade nitrorredutase tem sido descrita em grande variedade de bactérias 

aeróbias235,246,247, anaeróbias232,236,239,248-250 e em leveduras251-255. Porém, em fungos 

filamentosos, esta atividade é pouco conhecida.  

Devido à grande capacidade aceptora de elétrons do grupo nitro, um grande número de 

enzimas pode catalisar a sua redução mesmo aquelas que não são específicas para esta 

transformação. Entre as enzimas com atividade nitrorredutase estão a aldeído oxidase, citocromo 

c redutase, citocromo P450 redutase, glutationa redutase, citocromo P450s hepática, 

NAD(P)H:quinona redutase hepática piruvato ferredoxina oxidoredutase hidrogenossomal, 

succinatodesidrogenase, xantina desidrogenase e xantina oxidase.  

O interesse por pesquisa em nitrorredutases deve-se basicamente a sua relação com 

processos de degradação de xenobióticos em tratamento de efluentes industriais, e em 

mecanismos de resistência a antimicrobianos. Entretanto, na última década iniciaram-se os 

estudos de redução de nitrocompostos aromáticos e heterocíclicos por S. cerevisae como métodos 

biocatalíticos alternativos visando aplicação em síntese orgânica252-255. Nesta sequência de 

trabalhos foi possível observar que o rendimento deste método de redução depende em muito da 

posição e natureza do substituinte em anéis benzênicos sendo que os maiores rendimentos são 

observados com anéis desativados255. Além disso, são necessárias elevadas proporções de células 

de levedura em relação à concentração do nitrocomposto acompanhado de refluxo em meio 

fortemente básico para que o sistema álcool desidrogenase dependende de NADH possa ser 

utilizado. 
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 A determinação direta de atividade nitrorredutase tem se utilizado da observação direta por 

reação colorimétrica em meio de cultura (diazotação do aminocomposto e acoplamento com 

hidrocloreto de N-(1-naftil)etilenodiamina249,256 monitoramento, via cromatografia gasosa257, 

cromatografia em camada delgada acoplada à planimetria, CLAE ou espectrofotometria no uv-

visível, buscando acompanhar o desaparecimento do nitrocomposto ou a formação de 

aminoderivados236,257. 

Só mais recentemente tem sido proposta a utilização de diversas 7-nitrocumarinas como 

substratos fluorogênicos para a detecção de atividade nitrorredutase tipo II em bactérias e 

leveduras, quantificando-se a fluorescência gerada após incubação em meios de cultura 

complexos251 (figura 23). 
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 Figura 23: Modelos de 7-nitrocumarinas utilizadas como substratos fluorogênicos para 

detecção de atividade nitrorredutase em microrganismos. 

 

  A metodologia foi patenteada como proposta alternativa para detecção de crescimento 

microbiano e para diferenciação quimiotaxonômica de microrganismos258 (Biomerieux).  
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1.2.5 AVALIAÇÃO GENOTÓXICA 

 

 Os ensaios de avaliação genotóxica de agentes químicos ou físicos baseiam-se na detecção 

de eventos mutagênicos. Entende-se por mutagênese um conjunto de alterações gênicas ou 

cromossômicas que se perpetuam numa mesma espécie após ciclos sucessivos de reprodução 

celular. A intensidade e a persistência deste dano é decorrente da deficiência de mecanismos de 

reparação intracelulares que podem, em determinadas condições, anular por completo o processo 

de mutagênese. Estes ensaios podem ser conduzidos in vivo utilizando animais (normalmente 

roedores) ou in vitro utilizando linhagens de células procarióticas (bacterianas) ou eucarióticas 

(fúngicas, leveduriformes, ou de células mamíferas). As mutações gênicas (também conhecidas 

como pontuais) estão entre as mais estudadas e incluem alterações com e sem deslocamento de 

leitura assim constituídas259: 

a) Alterações sem deslocamento do quadro de leitura: 

- Transições: substituição entre bases homólogas (purina por purina, pirimidina por pirimidina); 

- Transversões: substituição entre bases heterólogas (purina por pirimidina e vice-versa); 

b) Alterações com deslocamento de leitura (mutações do tipo frameshift): 

- Inserções: introdução de uma ou mais bases na seqüência original do DNA; 

- Deleção: retirada de uma ou mais bases na seqüência original do DNA; 

- Intercalação de agentes mutagênicos. 

Ensaios de mutagênese podem ser realizados com vários microrganismos entre eles 

bactérias e leveduras. Os ensaios bacterianos são normalmente selecionados para estudos iniciais 

de potencial mutagênico em função do seu baixo custo aliado a sua simplicidade e rapidez de 

execução260. A molécula de DNA, incluindo o bacteriano, é suscetível a modificações 
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espontâneas ou induzidas, permitindo a construção de uma ampla diversidade de linhagens 

bacterianas sensíveis a classes de compostos químicos ou ainda a agentes específicos com 

mecanismos de lesão gênica bem caracterizados260. O desenvolvimento de um conjunto de 

ensaios mutagênicos com diferentes linhagens permite avaliar a extensão do dano causado por 

determinada substância e baseiam-se na correlação quantitativa do efeito da dose de uma 

substância a ser testada em presença de um microrganismo indicador apresentando sensibilidade 

específica para determinado sítio de ataque ao DNA, associado ou não a um mecanismo de 

reparação da lesão gerada. Em ensaios desta natureza, os fatores limitantes para estabelecer a 

dose da substância a ser testada são a sua solubilidade no meio de cultura e a sua citotoxicidade 

sobre as células da cultura microbiana selecionada. 

 A maioria dos ensaios mutagênicos bacterianos apresentam dois componentes: a célula 

alvo bacteriana e um sistema bioquímico acoplado de ativação microssomal. A necessidade de 

inclusão deste sistema deve-se ao fato de que algumas substâncias somente passam a expressar o 

seu efeito mutagênico após serem submetidas à metabolização enzimática que, em mamíferos é 

realizada no fígado por enzimas do complexo citocromo P450. Este complexo é ativado com o 

objetivo de realizar a detoxificação de drogas através de reações de biotransfomação de fase I 

(oxidação, redução, hidrólise) seguidas por reações de fase II (glicosilação, sulfatação, 

fosforilação), visando aumentar a hidrofilia do xenobiótico5. Durante este processo podem ser 

obtidos metabólitos com potencial para desenvolvimento de reações eletrofílicas ou de alquilação 

tais como epóxidos, que podem interagir com sítios nucleofílicos do DNA promovendo lesões 

gênicas. 

 Como as células bacterianas são deficientes em sistemas citocromo P450, torna-se 

necessário associar a linhagem bacteriana com homogeneizado microssomal hepático do fígado 
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de rato previamente induzido por o sistema citocromo P450 para avaliar o potencial de geração 

de metabólitos mutagênicos a partir de um pró-mutágeno e simular o seu efeito após ativação in 

vivo261,262. 

Os ensaios de mutagenicidade normalmente baseiam-se na avaliação da taxa de mutação 

reversa onde um defeito gênico responsável por um requerimento nutricional (mutante 

auxotrófico) é restaurado ou compensado por uma mutação interna (reversão extra do defeito 

original ou compensação) ou externa (mutação que resulta na alteração de um códon nonsense 

que decodifica um códon de terminação) regenerando a prototrofia263. Entre as bactérias 

utilizadas para ensaios de mutagênese reversa estão diversas linhagens de Salmonella 

thyphimurium que, associadas ao sistema microssomal hepático de fígado de rato, consituem o 

teste de Ames ou Salmonella/microssoma260. Estas linhagens são auxotróficas para o aminoácido 

histidina e podem apresentar diversas características genéticas que aumentam a sua sensibilidade 

em relação às substâncias avaliadas como a presença de plasmídio pKM101, que aumenta a 

resposta SOS264. 

 Essas linhagens apresentam diferentes mutações no operon da histidina. A TA98 detecta 

mutágenos que causam defasagem no quadro de leitura, apresentando como ponto preferencial 

oito resíduos repetitivos 

GC - CG CG CG CG -
        GC GC GC GC no gene hisD3052. A linhagem TA97 apresenta 

uma seqüência de seis citosinas no sítio de mutação no gene hisD6610. Apresenta uma seqüência 

de pares de bases G-C alternadas próxima à seqüência de citosinas, semelhante ao sítio da 

mutação hisD3052 nas linhagens TA98 e TA1538. Estas seqüências de bases repetitivas 

representam “hot spots” para mutágenos que provocam defasagem no quadro de leitura265. A 

linhagem TA100 detecta mutágenos que causam substituição de pares de bases, sendo o par GC o 
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ponto preferencial de reversão. Esta mutação ocorre por substituição de uma prolina 

- GGG -
- CCC -  por 

uma leucina 

- GAG -
- CTC -  no gene hisG46i responsável pela codificação da primeira enzima da 

biossíntese da histidina. A linhagem TA102 detecta mutágenos que promovem a substituição de 

pares de bases, especialmente mutágenos oxidativos, formas ativas de oxigênio e agentes 

alquilantes. Diferindo das linhagens já descritas, A TA102 apresenta pares de base A-T no sítio 

crítico de reversão, introduzidos na bactéria através de um plasmídio multicópia pAQ1 

(aproximadamente 30 cópias por célula). O plasmídeo pAQ1 carrega uma mutação ocre 

- TAA -
- ATT -  

no gene hisG428261,266. 

 Além da mutação no operon da histidina, essas linhagens apresentam outras mutações que 

aumentam sua capacidade de detectar substâncias mutagências: mutação rfa que induz perda 

parcial da barreira de polissacarídeos da parede celular, aumentando a permeabilidade e, 

conseqüentemente, possibilitando a difusão de moléculas maiores, mutação uvrB que leva à 

deleção de um gene o qual codifica para o sistema de reparação por excisão do DNA (TA100, 

TA98, TA97). 

 As leveduras, diferentes das bactérias, são células eucarióticas portadores de sistemas 

endógenos de ativação metabólica. e detoxificação de xenobióticos semelhante ao hepático 

(complexo P450 oxidase). Neste sentido, diferentes linhagens da levedura Saccharomyces 

cerevisae tem sido utilizadas para complementar ensaios mutagênicos com bactérias267-269. Uma 

das linhagens mais utilizadas em estudos de genotoxicidade é a XV-185-14c, que permite a 

detecção de reversões do alelo ocre lys1-1 (alteração do códon UAA de término de cadeia) ou do 

alelo missense his1-7 (códon alterado codifica um aminoácido diferente) bem como reversões 
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por deslocamento de quadro de leitura do DNA (“frameshift”) observadas no locus hom3-10. 

Neste caso as células revertentes podem ser detectadas pelo semeamento em placas contendo 

meio seletivo com adição em pequenas quantidades do fator nutricional requerido para que 

ocorra um crescimento basal270. 
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1.2.6 ANÁLISE MULTIVARIADA EM QSAR 

 

 Os termos Relações entre Estrutura e Atividade Biológica ou SAR (do inglês “structure 

activity relationships”) e Relações Quantitativas entre Estrutura e Atividade Biológica ou QSAR 

(do inglês “quantitative structure activity relationships”) designam ramos de conhecimentos da 

Farmacologia e da Química Medicinal que buscam, de uma maneira geral, estabelecer relações 

qualitativas (no caso de SAR) ou quantitativas (no caso de QSAR) entre propriedades 

(descriptores) físico-químicas, estruturais e conformacionais de um grupo de compostos ou 

drogas estruturalmente relacionados e uma propriedade biológica em questão271-273. Estas 

relações são úteis para a compreensão dos mecanismos que regem a ação destas drogas com a 

atividade biológica desejada e para a otimização de modelos moleculares já existentes (visando 

novas propriedades biológicas) tais como melhores propriedades farmacocinéticas (excreção, 

biodisponibilidade), melhor eficácia e menor toxicidade (efeitos adversos).  

 Estudos de SAR buscam selecionar variáveis estruturais que se correlacionem com um 

grupo de compostos homólogos sem a necessidade e estabelecer uma relação quantitativa dose 

efeito ao passo que na área de QSAR são necessários modelos matemáticos que relacionem 

quantitativamente os parâmetros físico-químicos destes compostos com a concentração 

necessária para alcançar uma propriedade biológica definida. 

 Vários modelos matemáticos têm sido propostos para obtenção de um modelo de QSAR 

sendo o mais conhecido o modelo de Hans-Fujita272-273. Este modelo estabelece que a atividade 

biológica observada é o resultado da contribuição de diversos fatores independentes que 

controlam o transporte e as interações do fármaco com o sítio receptor. Estes fatores são 
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classificados como hidrofóbicos, eletrônicos e estéricos relacionados à natureza e à posição do 

substituinte sendo que a atividade biológica pode ser relacionada com a lipofilicidade através de 

um modelo linear multidimensional do tipo 

 

 Log (1/C)  =  a log P  +  b σ  +  c ES  +  d       (1) 

 

ou através de um modelo parabólico ou quadrático do tipo 

 

 Log (1/C) = -a (log P)2  +  b log P   + c σ  +  d ES  +  e     (2) 

 

 Nas equações acima P é o coeficiente de partição octanol/água, σ é a constante eletrônica 

de Hammett, ES é a constante estérica de Taft e C é a concentração molar do composto 

relacionada com uma resposta biológica determinada como, por exemplo, IC50, a dose necessária 

para inibir 50 % da resposta avaliada. As constantes a, b, c, d e e são os respectivos coeficientes 

das variáveis independentes, log P, σ e ES obtidos pela análise de regressão linear múltipla. 

 O modelo linear correlaciona-se melhor com atividades biológicas avaliadas in vitro ou em 

peças anatômica simples ao passo que o modelo parabólico explica melhor ensaios in vivo ou 

com peças anatômicas complexas273. 

 Um melhor ajuste para a lipofilicidade foi proposto pelo modelo bilinear de Kubinyi 

 

 Log (1/C) = a log P + b log (β P  +  1)  +  e      (3) 
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 A preocupação do ajuste para lipofilicidade é relativamente importante na previsão da 

atividade antifúngica conforme já descrito para diversas classes de compostos com esta 

propriedade no início da década de 70274. 

 Para derivados pertencentes a uma série homóloga (que diferem entre si pela presença de 

um ou mais grupos substituintes) é possível prever a atividade biológica, utilizando parâmetros 

fisico-químicos destes substituintes através de relações de energia-livre, regressão linear múltipla 

e técnicas de reconhecimento de padrões9,10. 

 Para a elaboração de um bom modelo matemático é necessário dispor de um conjunto de 

variáveis descritivas sobre os compostos em estudo que realmente tenham correlação com uma 

determinada atividade biológica. As variáveis selecionadas podem ser classificadas em três 

grandes classes de parâmetros assim distribuídos272. 

a)  Hidrofóbicos: coeficiente de partição (log P), constante hidrofóbica (π), constante fragmental 

hidrofóbica (f, f’ ), coeficiente de distribuição (log D), coeficiente de partição aparente (log 

P’), fator de capacidade em HPLC (log k, log kw), parâmetro de solubilidade (δ); 

b)  Eletrônicos: constante de Hammett (σ, σ -, σ +), constante indutiva de Taft (σ *, σ1), 

parâmetro de campo de Swain e Lupton (ℑ), parâmetro de ressonância de Swain e Lupton 

(ℜ), constante de ionização (pKa, ∆pKa), deslocamentos químicos (13C e 1H), carga líquida 

atômica (qσ, qπ), superdeslocalizabilidade (SN, SE, SR), energia do orbital molecular ocupado 

de maior energia (EHOMO), energia do orbital molecular desocupado de menor energia 

(ELUMO), potenciais eletrostáticos (Vr); 

c)  Estéricos: parâmetro estérico de Taft (ES, E
C), volume molar (MV), peso molecular (MW), 

raio de van der Waals (r), volume de van der Waals (VW), refratividade molar (MR), paracor 

(Pr), parâmetros STERIMOL (L, B1, B5). 
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d)  Polares: momento dipolar (µ) 

 Podem ainda ser incluídas variáveis topológicas e indicadoras273,275. 

 A definição de um modelo matemático em QSAR passa por diversas fases9. Inicialmente é 

necessário selecionar um conjunto de variáveis que melhor se correlacione com o conjunto de 

respostas biológicas em avaliação. Em seguida deve ser proposto um modelo de calibração que 

busque equacionar matematicamente estas variáveis com o conjunto de respostas biológicas. Por 

fim é realizada uma análise estatística para validação do conjunto de variáveis selecionadas, do 

modelo de calibração proposto e do grau de previsão do modelo de calibração com compostos 

ainda não testados9,276. 

 A seleção de variáveis em QSAR pode ser realizada por métodos baseados em regressão 

linear multipla (RLM), redes neurais, algoritmos genéticos e evolucionários e por métodos 

multivariados9,10. Nesta descrição será dada ênfase a métodos de RLM e métodos 

quimiométricos em virtude de serem estes selecionados para aplicação com o conjunto de 

compostos a serem sintetizados neste trabalho. 

 Métodos de RLM baseiam-se na busca sistemática que consiste em combinar as variáveis 

disponíveis de forma a construir e analisar todos as possíveis equações de regressão com k 

variáveis e, a partir daí, selecionar as melhores. Na RLM variáveis independentes são 

acrescentadas na equação de regressão, para tentar explicar sistemas que não são possíveis de 

serem explicados apenas por relações simples entre x e y. Este método é o único que pode 

assegurar que a melhor solução será encontrada, porém se torna oneroso do ponto de vista 

computacional para situações com grande número de variáveis9. 

 Algumas exigências devem ser obedecidas na seleção e variáveis para estudos de QSAR. 

Primeiro que devem ser evitadas regressões que contenham variáveis correlacionadas (R ≥ 0,6)9. 
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A não obediência deste critério pode levar a modelos com dificuldades na interpretação das 

implicações farmacológicas e bioquímicas relacionadas com o próprio e perda da precisão na 

inversão matricial por MMQ por apresentar a matriz de dados duas colunas correlacionadas 

(determinante próximo de zero). 

Uma outra exigência é a de que a razão entre o número de descritores e o número de 

compostos é limitada à proporção de, no mínimo, 5:1 para que não ocorra ajuste forçado do 

modelo (“overfitting”) em função da ocorrência de correlação por coincidência276. 

Excepcionalmente para casos em que o modelo de QSAR exige duas variáveis é possível 

estabelecer a correlação com quatro compostos por descritor. 

 Para derivados não homólogos foram desenvolvidos modelos estatísticos mais elaborados 

incluindo métodos quimiométricos que combinam análise multivariada. Estes podem ser 

classificados em Regressão por Componentes Principais (PCR, do inglês “principal components 

regression”) ou Mínimos Quadrados Parciais (PLS, do inglês “partial least squares”)9,10. 

 A abordagem de construção de modelos de QSAR, que utilizam métodos quimiométricos, 

baseia-se na Análise por Componentes Principais (PCA, do inglês “principal components 

analysis”) que consiste na manipulação conjunto de dados, expresso na forma de uma matriz, 

com o objetivo de representar as variações presentes em muitas variáveis, através de um menor 

número de componentes principais (também denominados de fatores, variáveis latentes ou 

autovetores)277,278. Estes fatores representam um novo sistema de eixos que representam as 

variáveis originais (parâmetros físico-químicos, conjunto de absorções de diversas freqüências 

do IVM, por exemplo) num espaço com dimensões contraídas em relação ao espaço original 

sendo que cada fator agrupa aquelas variáveis que estão altamente correlacionadas e a variação 

presente em cada fator é complementar aos demais fatores (são vetores ortogonais).  
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 As novas coordenadas do conjunto de dados passam a ser denominadas de “scores” sendo 

que cada fator é uma combinação linear das variáveis originais onde cada coeficiente da 

combinação linear é denominado de “loadings”. 

A construção de modelos de calibração passa então por uma etapa de seleção de variáveis 

que irão servir de matriz de dados para a geração dos diversos fatores a partir dos quais são 

criados modelos de calibração que relacionam estes fatores com a resposta biológica em questão. 

Tanto o método PCR quanto o método PLS podem ser utilizados para a modelagem por 

componentes principais. Ambos são robustos, ou seja, os seus parâmetros praticamente não se 

alteram com a inclusão de novas amostras (compostos) no conjunto de calibração277. 

 O primeiro constrói as componentes utilizando apenas as respostas instrumentais 

desconsiderando informações relacionadas com as respostas biológicas. Esta característica pode 

se traduzir numa fragilidade do método para aqueles casos em que algumas freqüências 

apresentam baixa absorbância para alguns compostos em estudo ou baixos valores de algum 

parâmetro físico-químico e não influenciam fortemente nas primeiras componentes principais, à 

semelhança do que ocorre quando se deseja elaborar modelos via PCR para determinação de 

concentração de analitos por análise instrumental277. 

 O método PLS contorna esta dificuldade característica do PCR usando as informações das 

respostas biológicas (no caso de calibração em QSAR/SAR). Neste caso o primeiro fator é 

denominado de variável latente e descreve a direção de máxima variância que também se 

correlaciona com a resposta biológica. Estas variáveis latentes são na verdade combinações 

lineares das componentes principais calculadas pelo método PCR. Um fator agravante da 

qualidade do modelo de PLS gerado é o de que se alguma das respostas biológicas não apresentar 

determinação confiável o modelo fica calibrado de maneira errada277. 
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 Uma vez feita a seleção de variáveis e a escolha do modelo, este deve ser submetido à 

validação estatística. O primeiro passo é a verificação do grau do ajuste do modelo através do 

cálculo do coeficiente de correlação R e do desvio-padrão s, análise do gráfico da atividade 

observada em função da atividade prevista pelo modelo e do gráfico dos resíduos da regressão 

em função da atividade observada. Em seguida avalia-se o grau de significância do modelo, que 

envolve o cálculo do teste F (95 % de confiança), o cálculo do valor de p relativo ao resultado do 

teste F e cálculo do intervalo de confiança dos valores dos coeficientes de regressão (95 % de 

confiança). Por fim analisa-se a verificação do grau de previsibilidade do modelo através da 

execução do teste de validação cruzada e do subseqüente cálculo de coeficiente de correlação 

(rVal2) e do desvio padrão SEV das previsões276. 

 Sobre o método de validação do modelo de calibração cabe um comentário à parte. Em 

condições ideais seria interessante dispor de um conjunto de compostos não utilizados na 

elaboração do modelo de calibração para testar o modelo proposto. Em QSAR este processo é 

caro além de demorado. Neste caso uma alternativa prática é utilizar o método de validação 

cruzada276-278. Esta metodologia baseia-se na remoção de uma ou mais amostras do conjunto de 

calibração, construção do novo modelo de calibração e utilização do novo modelo para prever a 

resposta biológica dos dados removidos. Em seguida calcula-se o erro de previsão dado pela 

diferença entre a resposta biológica prevista e a obtida experimentalmente. Por fim calcula-se a 

soma dos quadrados dos erros de previsão (PRESS) ou a sua raiz quadrada (SEV). O processo é 

repetido para todas as variáveis e por fim com diferentes PCs. 
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 A decisão final sobre o número de fatores a serem considerados no modelo de calibração 

será dada em função do menor valor de PRESS ou de SEV277,279. Neste sentido, um gráfico de 

SEV em função do número de fatores deve decrescer rapidamente com a introdução de cada nova 

PC até que praticamente não se altere com a inclusão de maior número de PCs (F1 na figura 24 

A). 

 Figura 24: Curvas de erro padrão de previsão – SEV (A), resíduos - PRESS (B), 

coeficiente de correlação de validação - rVal (C) e variância relativa acumulada – VRA 

(D) em função do número de fatores incluídos no modelo de validação. F1(A, B): 

número mínimo de fatores a partir do qual os valores de SEV e PRESS pouco variam; 

F1(D): fator com maior variância que o fator anterior; F2 (A, B, C): número ótimo de 

fatores. 
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 Este comportamento ocorre em virtude de que maior número de fatores produz pouca 

alteração na variância relativa acumulada277,278. Uma inclusão excessiva de fatores pode 

armazenar informação desnecessária ou não correlacionada com a propriedade medida levando à 

perda na qualidade do modelo. Neste caso, o número máximo de fatores que pode ser incluído 

para melhorar a qualidade do modelo de validação é determinado como o menor valor de SEV 

obtido.  

 As curvas de PRESS para um modelo de validação são semelhantes às de SEV uma vez 

que os valores de PRESS e de SEV estão relacionados pelas expressões 

 PRESS =  ∑ (Y –Ŷ)2            (4)

  

 SEV = (PRESS)1/2            (5)
  
      n - k - 1 

 rVal2 = 1 -     PRESS              (6)
  
            ∑ (Y – YM)2 

onde 

 Y = valor determinado experimentalmente para um determinado composto 

 Ŷ = valor previsto para um determinado composto  

 YM = média de valores medidos experimentalmente para o conjunto de compostos testados 

n = número de compostos 

k = número de fatores 

 

Curvas de Coeficiente de Correlação de Validação (rVal) devem se aproximar de 1 com a 

inclusão de novos fatores até o ponto (F2) em que um maior número de fatores leve a uma queda 
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na qualidade do modelo. Valores de rVal são sempre menores que valores de Coeficiente de 

Correlação de Calibração (rCal) o mesmo acontecendo com o erro padrão de calibração (SEC), 

uma vez que perde-se informação com a exclusão de um composto no processo de validação 

cruzada. Logo, bons modelos de validação são sempre bons modelos de calibração fazendo com 

que os parâmetros estatísticos (SEV, PRESS e rVal) dos modelos de validação sejam mais 

confiáveis para escolha do melhor candidato a modelo9. 

Um outro parâmetro que se costuma utilizar para acompanhar o nível de informação 

fornecido pelos fatores é a Variância Relativa Acumulada (VRA) que mede, em porcentagem, a 

quantidade de variância incluída em cada fator criado pelo método de PLS. Normalmente a maior 

variância é apresentada pelo primeiro fator com decréscimo rápido da variância nos fatores 

subseqüentes. Eventualmente pode ocorrer que um fator subseqüente a F1 volte a apresentar 

maior variância (curva pontilhada, F1, figura 43 D). 

 Um outro fator a ser considerado na etapa de validação do modelo é a eliminação das 

amostras anômalas (“outliers”) que, tão importante quanto à determinação do número de fatores 

ótimos, permite assegurar que um conjunto homogêneo de respostas biológicas foi utilizado para 

geração do modelo eliminando-se aquelas respostas que são solitárias277. As amostras anômalas 

podem ser detectadas através de métodos estatísticos como a “leverage” e os resíduos de Student. 

A “leverage” mede a influência de uma amostra no modelo de regressão e pode ser 

estimada através da distância de uma amostra ao centróide do conjunto de dados ou da distância 

Euclidiana no espaço das componentes principais. 

Os resíduos de Student avaliam a influenciam de cada amostra em particular onde se estima 

o resíduo da resposta biológica de cada amostra após correção deste pela “leverage”. Por fim se 

aplica um teste t como indicativo, para verificar se a amostra está ou não dentro da distribuição 
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com um nível de confiança de 95 %. Valores de amostras acima de 2,5, em unidades de desvio 

padrão, são considerados altos sob condições usuais de estatística e são caracterizadas como 

“outliers”. 

 Uma vez validado o modelo, determinado o número ótimo de fatores e excluídas as 

amostras anômalas pode se determinar o vetor de regressão β que pode ser então aplicado na 

previsão da resposta biológica de novos compostos conforme a equação abaixo: 

 

 Cprev = xprev
t ⋅ β             (4) 

 

onde xprev contém o espectro de um novo composto. A comparação dos dados originais com os 

“loadings” e escores do vetor de regressão permitem facilitar a interpretação dos pesos, ou seja, 

das variáveis (parâmetros físico-químicos ou freqüências do IVM) que fundamentam o modelo de 

regressão277,278. 
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1.2.7 APLICAÇÕES DE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO EM ANÁLISE 

MULTIVARIADA NA ÁREA MÉDICA E BIOLÓGICA 

 

A espectroscopia de infravermelho tem encontrado várias aplicações na área médica e 

biológica. As vantagens de IV como ferramenta para caracterização e diferenciação de espécimes 

clínicos baseia-se na simplicidade da metodologia e baixo custo da análise em relação a outras 

metodologias tais como CLAE e técnicas moleculares, além da natureza limpa do processo, sem 

gerar resíduo e sem destruir a amostra necessitando de alguns poucos miligramas para ensaio por 

reflectância difusa (amostra sólida) ou até a região de microgramas para amostras de proteínas em 

solução aquosa pela técnica de Reflexão Total Atenuada (ATR, do inglês “atenuated total 

reflectance”)280. 

Em microbiologia, a aplicação de análise multivariada de dados no IV usando as 

absorbâncias associadas às freqüências geradas a partir de espectros por transmissão, reflexão 

total atenuada ou reflexão difusa como variáveis latentes tem permitido a diferenciação, 

classificação e identificação de diversos gêneros de isolados de bactérias e de algumas leveduras, 

usando diferentes métodos estatísticos de classificação de amostras tais como HCA, KNN, PCA, 

SIMCA, produto de Pearson, distância Euclidiana, distância de Mahalonobis e algoritmo de 

Ward280,281. Em patologia clínica este tipo de análise tem possibilitado criação de critérios 

classificadores para a identificação e diferenciação de tecidos e fluidos biológicos relacionados 

com diversos tipos de neoplasias282,283,284 e na distinção de tecido renal transplantado normal e 

rejeitado285. 

Em bioquímica a espectroscopia de IV tem encontrado aplicação para caracterização de 

relações estrutura atividade de fármacos e seus receptores, tais como prostaglandinas286 e 
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peptídeos citolíticos antimicrobianos287. Ensaios desta natureza buscam observar conformações 

moleculares no sítio ativo dos receptores através da análise de ligante receptor em soluções de 

solvente específico (tetracloreto de carbono, água), buscando salientar interações do tipo ligações 

de hidrogênio entre o susbtrato e determinados grupamentos do sítio ativo. 

Tetracloreto de carbono tem sido utilizado em prostaglandinas porque simula o ambiente 

hidrofóbico de receptores protéicos que interagem com estes mediadores de resposta 

inflamatória288,289. Entretanto, as análises têm se restringido à coleta de espectros de absorção e 

realização de observações isoladas de freqüências, coeficientes de absorção molares, largura da 

meia altura da banda e intensidade integrada de deformações axiais tais como νO-H, νC=O, 

gerando um conjunto de dados com potencial não explorado do ponto de vista de análise 

quimiométrica.  

 Em interações de peptídeos com membranas a reflexão atenuada tem se mostrado mais 

adequada, sendo novamente utilizado o acompanhamento de modificações nos perfis de bandas 

de amida I e II em função do pH e da natureza da composição lipídica de modelos de membranas 

utilizados287. 

 Em QSAR, a espectroscopia de IV tem fornecido elementos de natureza eletrônica para 

suporte de modelos que busquem prever esta atividade em função de determinadas bandas do 

espectro ou, mais precisamente, em função da variação da intensidade ou do deslocamento de 

bandas para diferentes substituintes em uma classe congênere. Assim tem sido observado com a 

absorção de vibrações em freqüências características de nitrilas em benzonitrilas onde o máximo 

de absorção do grupo CN tem apresentado relação linear com o parâmetro de Hamett290. 

Em hidrocloretos de N,N-(dimetilamino)benzoatos de etila 4-substituídos a freqüência de 

deformação axial de C=O foi aplicada como descriptor eletrônico para correlação com a atividade 
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anestésica por apresentar boa correlação com o parâmetro eletrônico de campo e de ressonância 

de Swain e Lupton291 o que já havia sido sistematicamente investigado para outras 

situações292,293. 

Estudos de QSAR/SAR, utilizando o conjunto completo de freqüências de espectros de 

infravermelho de compostos selecionados para um determinado ensaio, ainda não têm sido 

descritos na literatura apresentando, portanto, um campo de pesquisa com potencial inexplorado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1.3 OBJETIVOS 

 

 O objetivo geral desta tese foi sintetizar 5’HBXs e cumarinas 4,6,7-substituídas, usando 

metodologia já descrita na literatura científica para explorar algumas propriedades biológicas e 

fotofísicas. 

 Os objetivos específicos incluem: 

a) Desenvolver metodologia para aplicação de HBXs como fluorocromos para análise de fungos 

de interesse clínico e comparação do potencial fluorocrômico com rodamina B e fluoresceína. 

b) Avaliar o potencial de amidas de HAMBO e de 6-aminocumarina como substratos 

fluorogênicos para detecção de atividade amidase em fungos de interesse clínico. 

c) Avaliar o potencial de 6-nitrocumarina como substrato fluorogênico para detecção de atividade 

nitrorredutase em fungos de interesse clínico. 

d) Avaliar o potencial citotóxico e mutagênico de 2-fenilbenzoxazolas em modelos de sistemas 

procariotos e eucariotos através dos testes Salmonella/microssoma e teste com a levedura S. 

cerevisae, usando linhagens específicas destes microrganismos para detecção de mutagênese 

reversa. 

e) Comparar a atividade antifúngica de 5’HBXs com fenóis 4-substituídos e ácidos salicílicos 5-

substituídos e cumarinas 4,6,7-substituídas sob o aspecto de aumento da complexidade molecular, 

mantendo-se a relação de similaridade estrutural sobre o grupo 1-oxi/hidroxi-fenil-4-substituído 

(figura 25): 

 

 



Objetivos 

 77

     

O H

X

O H

X

O

OH O

NO H

X

O

O

X

Y

R

[79] [80] [81] [82]

 

 Figura 25: Relação de similaridade estrutural entre fenóis 4-substituídos ([79]), ácidos 

salicílicos 5-substituídos ([80]), 2-(2’-hidroxifenil)benzoxazolas 5’-substituídas ([81]) e 

cumarinas 4, 6, 7-substituídas ([82]) com aumento de complexidade molecular em relação 

ao grupo 1-oxi/hidroxi-fenil-4-substituído em negrito. 

 

f) Desenvolver modelos de correlação entre estrutura e atividade antifúngica de fenóis, ácidos 

salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas selecionados contra F. pedrosoi, utilizando 

parâmetros moleculares teóricos e/ou tabelados. 

g) Avaliar a aplicação de Espectroscopia de Infravermelho de Reflectância Difusa com 

Transformada de Fourier (DRIFTS, do inglês “diffuse reflectance of infrared Fourier Trasform 

spectroscopy”) para o desenvolvimento de modelos de correlação entre estrutura e atividade 

antifúngica de fenóis, ácidos salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas selecionados contra F. 

pedrosoi ATCC 46428. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. PARTE EXPERIMENTAL 
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2.1 EQUIPAMENTOS E CONDIÇÕES ANALÍTICAS 

 

2.1.1 PONTOS DE FUSÃO 

 

 Os pontos de fusão foram determinados em tubos capilares utilizando um fusiômetro 

Quimis/340.23/709064 alimentado com banho de glicerina e não foram corrigidos. 

 

 

2.1.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO 

  

 Espectros no infravermelho foram coletados em um espectrofotômetro Nicolet modelo 

Magna IR550 com faixa espectral de 400 a 4000 cm-1 e processados com software OMNIC E.S.P. 

versão 4.1. As amostras foram analisadas por reflexão difusa após dispersão em brometo de 

potássio. Os comprimentos de onda das bandas de absorção foram expressos em cm-1. As 

principais bandas foram classificadas em forte (F), média (M), fraca (f) e larga (L). 

 

 

2.1.3 ESPECTROSCOPIA DE ABSORÇÃO NO ULTRAVIOLETA E NO VISÍVEL 

 

 Para os ensaios com substratos fluorogênicos foram utilizadas soluções 1x10-5 molL-1 de 

AMC, ACC, SUAC, HAMBO, HACBO e HSUBO em DMSO/EtOH 10 %. Para os ensaios de 

marcação de células fúngicas foram utilizadas soluções 1x10-4 molL-1 de HBO e HAMBO em 

octanol, clorofórmio e 1,4-dioxano. Os espectros de uv-visível destas soluções foram registrados 
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em um espectrofotômetro GBC UV/vis 918 e processados com software GBC/Spectral versão 1.5 

utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho ótico e volume de 3 mL. Como referência 

empregaram-se cubetas similares com o mesmo solvente da solução cujo espectro foi registrado. 

Na abscissa dos espectros figuram os comprimentos de onda expressos em nanômetros (nm) e na 

ordenada a absorção expressa em unidades de absorbância. Para os ensaios de marcação de 

células fúngicas os espectros foram expressos sem normalização. Para os ensaios com substratos 

fluorogênicos os espectros de absorção foram normalizados. 

 

 

2.1.4 ESPECTROSCOPIA DE EMISSÃO DE FLUORESCÊNCIA 

 

Os espectros de fluorescência foram registrados em um espectrofluorímetro Hitachi modelo 

F-4500. Os comprimentos de onda dos máximos de emissão e excitação foram expressos em 

nanômetros (nm). Foram utilizadas cubetas de quartzo de 1cm de caminho ótico. Para os ensaios 

de marcação de células fúngicas foram utilizadas soluções 1x10-5 molL-1 HBO e HAMBO em 

octanol, 1,4-dioxano e clorofórmio. Para os ensaios com os substratos fluorogênicos foram 

utilizadas soluções 1x10-4 molL-1 de AMC, ACC, SUAC, HAMBO, HACBO e HSUBO em 

DMSO/EtOH 10 %. Os espectros de emissão foram obtidos utilizando máximo de excitação na 

região de 300 a 450 nm conforme o solvente e o fluoróforo em estudo e coletados na faixa de 300 

a 700 nm. 
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2.1.5 ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR 

 

As análises por espectroscopia de ressonância magnética nuclear de hidrogênio (1H-RMN) 

e de carbono (13C-RMN) foram realizadas em um espectrômetro VARIAN VXR-200 (BO = 4,7 

T) ou VARIAN YH300 (BO = 7,0 T). Os espectros de hidrogênio foram obtidos a 200 ou 300 

MHz e os de carbono a 50 ou 75,4 MHz em tubos de 5 mm de diâmetro interno utilizando CDCl3 

ou DMSO-d6 como solventes. Os espectros foram obtidos à temperatura ambiente (20 ºC). Os 

deslocamentos químicos (δ) foram expressos em partes por milhão (ppm) em relação ao pico do 

tetrametilsilano (TMS, δ = 0,00 ppm), usado como referência interna, e em relação ao sinal do 

dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-d6, δ = 2,49 ppm) ou em relação ao sinal do clorofórmio 

deuterado (CDCl3, δ = 7,24 ppm) quando estes foram utilizados como solventes. A atribuição dos 

sinais dos espectros de 1H-RMN e 13C-RMN de ácidos salicílicos, benzoxazolas e cumarinas foi 

feita utilizando a seguinte numeração (figura 26): 
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 Figura 26: Numeração utilizada para atribuição de sinais de espectros de 1H-RMN e 13C-

RMN de ácidos salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas. 
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 Os demais sinais de 1H-RMN referentes aos grupos -OH, -NH2, -CH3, CH3CO-, e 

HO2CCH2CH2CO- e os sinais de 13C-RMN referentes aos grupos -CH3, CH3CO-, e 

HO2CCH2CH2CO- foram explicitados. 

 

 

2.1.6 MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCÊNCIA 

 

 Os estudos de microscopia de epifluorescência de células fúngicas foram realizados em 

microscópio de epifluorescência Optiphot-2/Nikon, equipado com uma unidade de fluorescência 

Microflex UFX-DX equipada com uma lâmpada Hg 100 w Osram de alta pressão de mercúrio 

sendo utilizados filtros UV-2A (330-380 nm) para derivados benzoxazólicos, G-1A (546/10 nm) 

para rodamina B e B-2A (450-490 nm) para fluoresceína. O equipamento fotográfico consistiu de 

uma câmera Nikon FX-35DX conectada a um sistema de registro UFX-DX de regulação 

automática de exposições equipada com Filme Kodak Ultra. O processamento das fotos foi 

realizado em sistema HP Modelo Scanjet 4C equipado com software Deskscan II formato Sharp 

Million of Collors com padrão 100x100 dpi de resolução. 

 

 

2.2 SOLVENTES E REAGENTES COMERCIAIS 

 

 Os solventes e reagentes empregados neste trabalho foram utilizados conforme fornecidos 

pelas empresas Merck, Grupo Química, Reagen, Synth, Aldrich e Nuclear. Os reagentes 
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utilizados para ensaios de genotoxicidade foram descritos nos procedimentos. Demais reagentes 

estão listados na tabela 1. 

 

Tabela 1: Solventes e reagentes empregados na síntese de derivados fenólicos, de ácidos 

salicílicos, de 2-fenilbenzoxazolas e de cumarinas, nos ensaios de fluorocromos, de substratos 

fluorogênicos e de atividade antifúngica. 

Reagente/Solvente Marca 

4-Acetamidofenol Galena 

Acetato de etila Synth, p.a. 

Acetoacetato de etila Grupo Química 

Acetona Synth, p.a. 

Ácido acético glacial Lafan, p.a. 

Ácido 5-aminosalicílico Riedel-deHaën, 99 % 

Ácido clorídrico Nuclear, p.a. 

Ácido fosfórico Synth, 85 % 

Ácido DL-málico Synth, p.a. 

Ácido nítrico Grupo Química, 70 % 

Ácido salicílico Synth, p.a. 

Ácido sulfúrico Nuclear, p.a. 

Ágar bacteriológico Oxoid 

Ágar Batata Dextrose Difco 

Anidrido acético Synth, 
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Anidrido succínico Vetec 

Bicarbonato de sódio Synth, p.a. 

Clorofórmio Nuclear, Synth, p.a. 

Clorofórmio deuterado Merck, 99 % 

Cumarina Synth, 99 % 

Diclorometano Synth, Nuclear, p.a. 

Dimetilsulfóxido Nuclear, p.a. 

Dimetilsulfóxido deuterado Aldrich, 99 % 

1,4-Dioxano Grupo Química, p.a. 

Ditionito de sódio Vetec 

Etanol  Nuclear, 95 % 

Extrato de levedura Oxoid 

Fenol Nuclear, p.a. 

Glicose anidra Synth, p.a. 

Hexano Synth, Nuclear, p.a. 

Hidróxido de amônia Nuclear, p.a. 

Hidróxido de sódio Nuclear, p.a. 

Octanol Riedel-deHaën, p.a. 

orto-Aminofenol Riedel-deHaën, 99 % 

Pentóxido de fósforo Vetec 

Peptona bacteriológica Oxoid 

Resorcina Nuclear 
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Sílica gel Vetec, 70-230 mesh 

Sílica gel G para camada delgada Vetec, p.a. 

Triciclazol BIM-DowAgroSciences 

 

 

2.3 OBTENÇÃO DE FENÓIS 

 

2.3.1 4-AMINOFENOL (AMF) 

 

 Em um balão de fundo redondo de 50 mL foram introduzidos 2,023 g (1,33x10-2 mol) de 

paracetamol e 5,3 mL de ácido clorídrico diluído (70 mL de água  e 36 mL de ácido clorídrico). A 

mistura foi refluxada por 10-15 min, resfriada, neutralizada com bicarbonato de sódio a 5 % e 

tratado com 0,2 g de ditionito de sódio e filtrada. O produto foi seco em estufa a 45-50 ºC. 

 

IV ννννmáx (KBr, cm -1): 3318 (M), 3287 (M); 3165 (L); 1610 (M); 1242 (F). 

 

 

2.4 OBTENÇÃO DE ÁCIDOS SALICÍLICOS 5-SUBSTITUÍDOS 

 

2.4.1 ÁCIDO 5-NITROSALICÍLICO (ANS) 

 

 Em um balão de fundo redondo de 100 mL foram dissolvidos 3,8 g de ácido salicílico em 5 

mL de ácido acético glacial. Após colocar o sistema em banho de gelo foram adicionados, por 
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gotejamento lento e sob agitação, 2,4 mL de uma mistura de ácido nítrico 65 % e ácido acético 

glacial 2:5 em volume. Em seguida foi adicionado, por gotejamento lento e sob agitação em 

banho de gelo, 1 mL de ácido sulfúrico. O sistema foi então retirado do banho de gelo e deixado 

sob agitação à temperatura ambiente por 2 h. No final deste período observou-se a formação de 

um precipitado marrom claro. Em seguida a mistura foi adicionada sobre 20 g de gelo picado. 

Após o gelo derreter, o precipitado foi filtrado a vácuo e lavado duas vezes com 10 mL de água 

gelada. O produto foi seco em estufa a 50-60 ºC por 48 h. A purificação foi realizada 

primeiramente submetendo o produto à sublimação para eliminar traços de ácido salicílico. Em 

seguida o resíduo foi tratado com clorofórmio para solubilizar a maior parte do ácido 3-

nitrosalicílico. Após filtração, obteve-se um resíduo de 2,67 g de ácido 5-nitrosalicílico (53 %). 

Uma alíquota de 0,2 g deste resíduo foi solubilizado em etanol e purificado por cromatografia em 

coluna de sílica 70-230 mesh com gradiente de clorofórmio:etanol. PF: 223-225 ºC. Lit: 233-235 

ºC294. 

 

IV ννννmáx (KBr, cm -1): 3073 (L), 1663 (F), 1617 (M), 1571 (M), 1518 (M), 1441 (F), 1333 (F), 

1234 (F),1188 (F). 

 

1H-RMN (300MHz, DMSO-d6, δδδδppm): 7,14 (d, 1H, H3, J2 = 9,1 Hz); 8,30-8,34 (dd, 1H, H4, J1 

= 2,9 Hz, J2 = 9,3 Hz); 8,54-8,55 (d, 1H, H6, J1 = 2,9 Hz); 9,80 (s, 2H, CO2H, OH). 

 

2.4.2 ÁCIDO 5-ACETILAMINOSALICÍLICO (AACS) 
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 Em um copo de bécker de 50 mL foram misturados 1,12 g de ácido 5-aminosalicílico, 2,5 

mL de água e 1 g de anidrido acético. Mantendo-se agitação com bastão de vidro o sistema foi 

introduzido em banho de óleo a 100 ºC até liquefação completa (cerca de 1 minuto). Logo em 

seguida ocorreu solidificação da mistura. O sistema foi retirado do banho, esfriado e a mistura 

triturada, lavada duas vezes com 10mL de água e filtrada. O material foi seco em estufa a 30 ºC e 

recristalizado em etanol. A pureza foi avaliada por cromatografia em camada delgada. PF = 215-

217 ºC. 

 

IV ννννmáx (KBr, cm -1): 3272 (F); 3111 (L); 1671 (F); 1648 (F); 1541 (F); 1549 (M); 1265 (M); 

1196 (F). 

 

1H-RMN (300MHz, DMSO-d6, δδδδppm): 2,0 (s, 3H, CH3); 6,87-6,90 (d, 1H, H3, J2 = 9,0 Hz); 

7,61-7,65 (dd, 1H, H4, J1 = 2,4 Hz, J2 = 9,0 Hz); 8,07-8,08 (d, 1H, H6, J1 = 2,4 Hz); 9,89 (s, 1H, 

NH). 

 

 

2.5 OBTENÇÃO DE 2-FENILBENZOXAZOLAS 

 

2.5.1 2-FENILBENZOXAZOL (FBO) 

 

 Em um balão monotubulado de 50 mL foram introduzidos 1,02 g de pentóxido de fósforo e 

0,98 g de ácido fosfórico concentrado. A mistura foi aquecida a 100-120 ºC até dissolução do 

pentóxido de fósforo. Em seguida foi adicionada uma mistura triturada de 0,34 g de ácido 
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benzóico e 0,15 g de orto-aminofenol. A mistura foi homogeneizada, e o balão vedado com 

bexiga de borracha e aquecido a 150 ºC por 2 h e 200 ºC por mais 1 h. Após resfriamento, o 

conteúdo foi vertido em uma mistura de gelo picado 50 g e 50 mL de água gelada sob agitação. A 

suspensão foi neutralizada com 50 mL de solução saturada de bicarbonato de sódio e filtrada a 

vácuo. O produto foi seco em estufa a 50 ºC, dissolvido em clorofórmio e purificado em coluna 

de sílica 70-230 mesh usando clorofórmio como eluente. O rendimento final foi de 35 %. O 

produto apresentou-se na forma de cristais alaranjados. PF = 104-106 ºC. Lit: 102-104 ºC42,294. 

 

IV ννννmáx (KBr, cm -1): 3057 (M), 1617 (f), 1548 (F), 1487 (M), 1441 (F), 1341 (M), 1227 (F). 

 

1H-RMN (300MHz, DMSO-d6, δδδδppm): 7,44-7,48 (m, 2H); 7,62-7,68 (m, 3H); 7,78-7,88 (m, 

2H); 8,22-8,26 (m, 2H). 

 

13C-RMN-APT (DMSO-d 6, δδδδppm): 110,85 (C7); 119,78 (C4); 124,79 (C6); 125,44 (C5); 126,39 

(C1’); 127,22 (C2’); 129,21 (C3’);131,85 (C4’); 141,47 (C3a); 150,18 (C7a); 162,19 (C2). 

 

 

2.5.2 2-(2’-HIDROXIFENIL)BENZOXAZOL (HBO) 

 

Em um balão de 50 mL foram misturados e aquecidos até a solubilização, 14,7 g de ácido 

fosfórico 85 % e 15,3 g de pentóxido de fósforo. Em seguida foram adicionados 2,29 g de orto-

aminofenol e 3,01 g de ácido salicílico, degaseificou-se com nitrogênio e aqueceu-se por 2 h a 

180-190 ºC e 2 h a 220-230 ºC. A mistura foi vertida em 50 mL de água, neutralizada com 
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solução saturada de bicarbonato de sódio, filtrada e o precipitado seco à temperatura ambiente e 

extraído em Soxhlet contendo sílica 70-230 mesh por uma semana com hexano. A evaporação do 

solvente produziu 2,39 g (59 %) de cristais brancos de HBO com fluorescência verde azulada à 

luz uv 365 nm e Rf em CCD idêntico ao de amostra previamente preparada no laboratório. PF = 

124-125 ºC. Lit: 122-124 ºC42,294. 

 

IV ννννmáx (KBr, cm -1): 3057 (L), 1625 (M), 1579 (M), 1541(M), 1487 (F), 1449 (M),1242 (F), 

1158 (M). 

 

 

2.5.3 2-(2’-HIDROXI-5’AMINOFENIL)BENZOXAZOL (HAMBO) 

 

Em um balão de 50 mL foram misturados e aquecidos até a solubilização 9,8 g de ácido 

fosfórico 85 % e 10,2 g de pentóxido de fósforo. Em seguida foram adicionados 1,64 g de orto-

aminofenol e 2,3 g de ácido 5-aminosalicílico, degaseificou-se  com  nitrogênio  e  aqueceu-se  

por 2 h a 180-190 ºC e 2 h a 220-230 ºC. O conteúdo do balão foi vertido em 50 mL de água, 

neutralizado com solução saturada de bicarbonato de sódio, filtrado, e o precipitado seco à 

temperatura ambiente e extraído em Soxhlet contendo sílica 70-230 mesh por uma semana com 

hexano:diclorometano 1:1. Evaporação do solvente produziu 2,2 g (65 %) de cristais amarelos em 

forma de agulhas com fluorescência cor alaranjada à luz uv 365 nm e Rf em CCD idêntico ao de 

amostra previamente preparada no laboratório. PF = 176-177 ºC. Lit: 174-175 ºC15. 

 

IV ννννmáx (KBr, cm -1):  3057 (M), 1617 (P), 1548 (F), 1487 (M), 1441 (F), 1341 (M), 1227 (F). 
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1H-RMN (300MHz, DMSO-d6, δδδδppm): 5,00 (s, 2H, NH2); 6,89-6,90 (m, 2H, H5, H7); 7,30-7,32 

(dd, 1H, H4’); 7,45-7,49 (m, 2H; H4, H6’); 7,80-7,93 (m, 2H, H3’, H6); 10,47, (s, 1H, OH). 

 

13C-RMN-APT (DMSO-d 6, δδδδppm): 109,66 (C1’); 110,48 (C7); 110,88 (C6’); 117,57 (C4’); 

119,00 (C3’); 121,36 (C4); 125,21 (C6); 125,58 (C5); 139,61 (C3a); 141,69 (C5’); 148,63 (C7a); 

149,34 (C2’); 162, 87 (C2). 

 

 

2.5.4 2-(2’-HIDROXI-5’ACETAMIDOFENIL)BENZOXAZOL (HACBO) 

 

 Em um tubo de ensaio foram misturados 24 mg de acetato de sódio anidro, 0,42 mL de 

ácido acético glacial, 0,226 g de HAMBO e 0,2 mL de anidrido acético. A mistura foi agitada em 

tubo de ensaio por 5 min observando-se a formação de uma pasta pulverulenta. O material foi 

lavado 2 vezes com 4 mL de água destilada, centrifugado e o sobrenadante descartado. Após 

secagem em estufa a 50-60 ºC, o material foi recristalizado em acetato de etila obtendo-se 0,25 g 

(93 %) de um sólido cor rósea. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de sílica 

70-230 mesh com hexano:acetato de etila 1:4 como eluente. PF = 255-256 ºC. 

 

IV ννννmáx (KBr, cm -1): 3272 (F); 3103 (L); 1655 (F); 1610 (f); 1579 (M); 1495 (F); 1242 (F). 
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1H-RMN (300MHz, DMSO-d6, δδδδppm): 2,09 (s, 3H, CH3); 7,07-7,11 (d, 1H, H3’, J2 = 9,0 Hz); 

7,46-7,53 (m, 2H, H4, H7); 7,57-7,63 (dd, 1H, H4’, J1 = 2,6 Hz, J2 = 9,0 Hz); 7,84-7,90 (m, 2H, 

H5, H6); 8,45-8,47 (d, 1H, H6’, J1 = 2,6 Hz); 10,06 (s, 1H, OH); 11,00 (s, 1H, NH). 

13C-RMN-APT (DMSO-d 6, δδδδppm): 23,89 (CH3); 109,75 (C1’); 111,11 (C7); 117,32 (C4); 117,40 

(C6’); 119,23 (C3’); 125,36 (C6); 125,39 (C4’); 125,94 (C5); 131,95 (C5’); 139,50 (C3a); 148,81 

(C7a); 153,58 (C2’); 162,25 (C=O); 168,20 (C2). 

 

 

2.5.5 2-(2’-HIDROXI-5’-SUCCINAMIDOFENIL)BENZOXAZOL (HSUBO) 

 

 HSUBO foi obtida de maneira semelhante ao HACBO substituindo anidrido acético por 

0,192 g de anidrido succínico. O produto obtido após recristalização em acetato de etila 

apresentou massa de 0,2 g (61 %) e cor castanho clara. O produto foi purificado por 

cromatografia em coluna de sílica 70-230 mesh utilizando gradiente de hexano:acetato de etila 

1:4 como eluente. PF = 214-217 ºC. 

 

IV ννννmáx (KBr, cm -1): 3272 (F); 3081 (L); 1694 (F); 1640 (F); 1534 (F); 1243 (F). 

 

1H-RMN (200MHz, DMSO-d6, δδδδppm): 2,58 (s, 4H, 2CH2); 7,07-7,12 (d, 1H, H3’, J2 = 8,8 Hz); 

7,3-7,59 (dd, 1H, H4’, J1 = 2,6 Hz, J2 = 8,8 Hz); 7,46-7,51 (m, 2H, H4, H7); 7,84-7,92 (m, 2H, H5, 

H6); 8,53-8,54 (d, 1H, H6’, J1 = 2,6 Hz); 10,11 (s, 1H, OH); 11,00 (s, 1H, NH ou CO2H). 
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13C-RMN (DMSO-d6, δδδδppm): 29,08-29,42 (CH2CH2); 109,62 (C1’); 111,07 (C7); 117,17 (C4); 

117,34 (C6’); 119,15 (C3’); 125,24 (C6); 125,85 (C5);131,96 (C5’); 139,48 (C3a); 148,76 (C7); 

153,60 (C2’); 162,28 (C2); 170,07 (CONH); 174,13 (CO2H). 

 

2.6 OBTENÇÃO DE CUMARINAS 

 

2.6.1 6-NITROCUMARINA (NC) 

 

 O processo foi realizado conforme técnica proposta por Morgan e Micklethwait em 190485. 

Em um balão de 100 mL foram dissolvidos 20 g (13,7 mmol) de cumarina em 24 mL de ácido 

acético glacial. A mistura foi aquecida para solubilização da cumarina e esfriada à temperatura 

ambiente. Em seguida foram adicionados, sob agitação em banho de gelo a 10-15 ºC e por 

gotejamento, uma mistura de 11,2 mL de ácido nítrico 65 % e 8 mL de ácido acético glacial. Por 

fim foram adicionados, por gotejamento lento, 20 mL de ácido sulfúrico concentrado. Após a 

adição ter se completado retirou-se o banho de gelo e o sistema foi aquecido a 30-35 ºC por 2 h. 

Neste período foi observada a formação de precipitado amarelo-limão. Após deixar o sistema 

descansando por 24 h foram adicionados 100 mL de água gelada seguido por filtração. O 

precipitado foi lavado novamente com 100 mL de água fria, filtrado e seco em dessecador. Em 

seguida foi recristalizado em clorofórmio e o sobrenadante purificado por cromatografia em 

coluna de sílica 70-230 mesh com proporção sílica amostra 1:10 utilizando clorofórmio como 

eluente. O produto é solúvel em clorofórmio e diclorometano pouco solúvel em etanol, acetato de 

etila e muito pouco solúvel em água. O rendimento obtido foi de 70 %. O produto apresenta-se 

sob a forma de cristais levemente amarelos com PF = 186-187 ºC. Lit: 186-187 ºC85. 
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IV ννννmáx (KBr, cm -1): 3111(M),3058(M); 1733(F); 1610(M); 1526(F); 1350(F); 1105(M). 

 

1H-RMN (200MHz, DMSO-d6, δδδδppm): 6,87-6,92 (d, 1H, H3, J = 9,8 Hz); 7,75-7,79 (d, 1H, H8, 

J = 8,6 Hz); 8,09-8,13 (d, 1H, H4, J = 9,8 Hz); 8,68-8,75 (d, m, 2H, H5, H7). 

 

 

2.6.2 6-AMINOCUMARINA (AMC) 

 

 Em balão de 100 mL foram suspensos 1,77 g de 6-nitrocumarina e 3,2 g de limalha de ferro 

em 20 mL de etanol 95 %. Em seguida foram adicionados 9,7 mL de ácido clorídrico concentrado 

e a mistura foi agitada por 1 h. A mistura foi neutralizada com solução saturada de bicarbonato de 

sódio e concentrada em evaporador rotatório. O material foi tratado com acetato de etila e 

purificado por cromatografia em coluna de sílica 70-230 mesh usando gradiente de hexano 

acetato de etila. O rendimento obtido foi de 40 %. O produto apresenta-se sob a forma de agulhas 

amarelas solúveis em acetato de etila. Quando os cristais são solubilizados em etanol ou uma 

amostra da solução é eluída em placa de CCD com sílica gel G60 observa-se fluorescência 

amarela sob irradiação com luz uv 365 nm. PF = 163-165 ºC. Lit: 162-163 ºC85. 

 

IV ννννmáx (KBr, cm -1): 3403 (M), 3326 (M), 3211 (M); 3073 (f); 1702 (F); 1572 (F); 1449 (M); 

1388 (M); 1304 (M): 1181 (M). 

 



Parte Experimental 

 94

1H-RMN (200MHz, DMSO-d6, δδδδppm): 5,27 (s, 2H, NH2); 6,34-6,39 (d, 1H, H3, J = 9,6 Hz); 

6,75-6,76 (d, 1H, H5, J1 = 2,6 Hz); 6,83-6,89 (dd, 1H, H7, J1 = 2,6 Hz, J2 = 8,8 Hz); 7,09-7,14 (d, 

1H, H8, J2 = 8,8 Hz); 7,87-7,92 (d, 1H, H4, J = 9,6 Hz). 

 

2.6.3 6-ACETAMIDOCUMARINA (ACC) 

 

 Em um tubo de ensaio de 10 mL foram misturados 0,42 mL de ácido acético glacial, 24 mg 

de acetato de sódio anidro, 0,161 g de AMC e 0,2 mL de anidrido acético. A mistura foi agitada 

com bastão de vidro por 5 minutos observando-se a formação de uma pasta pulverulenta. O 

material foi suspenso com 4 mL de água destilada, centrifugado (3500 g/ 4 min) e o sobrenadante 

descartado. Após secagem em estufa a 50-60 ºC o material foi recristalizado em acetato de etila 

obtendo-se 0,16 g (57 %) de um sólido de cor bege. PF = 215-216 ºC. 

 

IV ννννmáx (KBr, cm -1): 3295 (M); 3104(M); 1725(F); 1664(F); 1574 (F); 1442(M); 1373(M); 

1273(M); 1250(M). 

 

1H-RMN (200MHz, DMSO-d6, δδδδppm): 2,08 (s, 3H, CH3); 6,45-6.50 (d, 1H, H3, J = 9,6 Hz) 

7,34-7,38 (d, 1H, H8, J2 = 8,8 Hz); 7,63-7,68 (dd, 1H, H7, J1 = 2,6 Hz, J2 = 8,8 Hz); 8,05-8,10 (d, 

2H, H4, H5); 10,26 (s, 1H, NH). 

 

13C-RMN-APT (DMSO-d 6, δδδδppm): 23,92 (CH3); 116,43 (C3); 116,54 (C5); 117,46 (C8); 118,62 

(C10); 123,12 (C7); 135,82 (C6); 144,38 (C4); 149,18 (C9); 160,84 (C2); 168,50 (CO) 
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2.6.4 6-SUCCINAMIDOCUMARINA (SUAC) 

 

 SUAC foi obtida de maneira semelhante à ACC porém substituindo anidrido acético por 

0,192 g de anidrido succínico. O produto obtido após recristalização em acetato de etila 

apresentou massa de 0,2 g (77 %) e cor bege. PF = 190-192 ºC. 

 

IV ννννmáx (KBr, cm -1): 3295 (M); 3219 (M); 3081 (M); 1702 (F); 1671 (F); 1610 (f); 1564 (M); 

1549 (M); 1442 (M); 1403 (M); 1342 (M); 1319 (M); 1181 (M); 1158 (M). 

 

1H-RMN (200MHz, DMSO-d6, δδδδppm): 2,39 -2,57 (d, 4H, 2CH2); 6,46-6,51 (d, 1H, H3, J = 9,6 

Hz); 7,34-7,38 (d, 1H, H8, J2 = 8,8 Hz); 7,62-7,68 (dd, 1H, H7, J1 = 2,4 Hz, J2 = 8,8 Hz); 8,05 e 

8,09 (d, 1H, H4, J = 9,4 Hz); 8,07-8,08 (d, 1H, H5, J1 = 2,4 Hz); 10,23 (s, 1H, NH). 

 

13C-RMN (DMSO-d6, δδδδppm): 29,01-29,35 (CH2CH2); 116,55 (C3); 116,65 (C5); 117,53 (C8); 

118,73 (C10); 123,11 (C7); 135,82 (C6); 144,41 (C4); 149,23 (C9); 160,18 (C=O); 170,45 

(CONH); 174,10 (CO2H). 

 

 

2.6.5 7-HIDROXICUMARINA (UMBELIFERONA, U) 
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Em um balão de 100 mL foram adicionados 1,6 g de resorcinol, 2 g de ácido málico 

(previamente triturados num almofariz) e 4,4 mL de ácido sulfúrico concentrado. O sistema foi 

introduzido em banho de óleo a 120-130 ºC por 2 h, com agitação, observando-se intensa 

efervescência no início do processo. Após atingir a temperatura ambiente, foram adicionados 50 g 

de gelo picado e a suspensão foi extraída duas vezes com 30 mL de acetato de etila. As frações 

orgânicas foram reunidas e lavadas com 10 mL de bicarbonato de sódio 5 %. Após evaporação do 

solvente e secagem em estufa a 50-60 ºC, foram obtidos 1,3 g (55 %) de produto de cor salmão 

com fluorescência azulada sob irradiação com luz uv 365 nm quando em solução de acetato de 

etila. Uma alíquota de 0,25 g foi purificada por cromatografia em coluna de sílica 70-230 mesh 

com gradiente de hexano acetato de etila. PF = 214-216 ºC. Lit: 230 ºC(dec)294. 

 

IV ννννmáx ( KBr, cm-1 ): 3173 (L); 1679 (F); 1564 (F); 1510 (M); 1311 (M); 1235 (M),1228 (M). 

 

 

2.6.6 7-HIDROXI-4-METILCUMARINA (4-METILUMBELIFERONA, MU) 

 

 Em um balão de 50 mL com agitador magnético foram adicionados 20 mL de ácido 

sulfúrico concentrado. O frasco foi imerso em banho de gelo, e após a temperatura alcançar 10 

ºC, uma solução de 2,20 g (0,02 mol) de resorcinol e 2,60 g (0,02 mol, 2,6 mL) de acetoacetato de 

etila foi adicionada lentamente, por gotejamento. Após o término da adição, o sistema foi mantido 

à temperatura ambiente por 24 h sob agitação. O conteúdo do balão foi vertido sob vigorosa 

agitação em mistura de 40 g de gelo picado e 60 mL de solução gelada a 50 % de hidróxido de 
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sódio. O precipitado foi coletado em um filtro e lavado com três alíquotas de 5 mL de água fria. 

O precipitado foi recristalizado em etanol 95 % usando 5 g de produto para 15 mL de etanol. O 

rendimento final foi de 85 %. Uma alíquota de 0,2 g foi purificada por cromatografia em coluna 

de sílica 70-230 mesh com gradiente de acetato de etila:etanol. PF = 182-185 ºC. Lit = 185 ºC73. 

IV ννννmáx (KBr, cm -1): 3165 (L); 1671 (F); 1602 (F); 1449 (f); 1388 (M); 1273 (M). 

 

 

2.6.6 7-ACETILOXI-4-METILCUMARINA (ACETATO DE 4-METILUMBELIFERONA, 

AMU) 

 

 Em erlenmeyer de 50 mL foram adicionados 5,7 g de anidrido acético e 2,86 g (20 mmol) 

de 4-metilumbeliferona. A mistura foi refluxada por 1,5 h, resfriada e tratada com 40 mL de água 

e 40 g de gelo picado. O produto foi filtrado e lavado 2 vezes com 5 mL de água, filtrado e seco 

em dessecador. A purificação foi feita por recristalização em etanol 95 %. O rendimento final foi 

de 99 %. Uma alíquota de 0,2 g foi purificada por cromatografia em coluna de sílica 70-230 mesh 

com gradiente de acetato de etila:etanol. PF = 150 ºC. Lit = 150-151 ºC73. 

 

IV  ννννmáx (KBr, cm -1): 1763 (F); 1725 (F); 1625 (M); 1564 (M); 1373 (M); 1266 (M); 1197 (F). 

 

 

2.7 ENSAIO DE MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCÊNCIA 
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 O ensaio de microscopia de epifluorescência foi realizado com rodamina B, fluoresceína, 

HBO e HAMBO. 

Utilizou-se como modelo a amostra de F. pedrosoi ATCC 46428 que foi mantida em ágar 

Sabouraud (DIFCO) a 36,5 ºC. A produção de células vegetativas para estudos de fluorescência 

foi realizada através de microcultivo em BDA (DIFCO) com Tween 80 a 1 %, a 36,5 ºC por 30 

dias ou por cultivo em caldo Sabouraud (DIFCO) a 30 ºC por 7 dias (células em suspensão). 

Foram avaliados vários métodos de coloração. Soluções 8x10-2 molL-1 (Solução I) de 

fluoróforos em dimetilsulfóxido foram diluídas a 8x10-4 molL-1 com etanol 90-95 %(Solução II). 

Métodos de coloração foram realizados com dois tipos de amostras: microcultivos (Métodos I a 

VI) e suspensões de hifas (Método I): 

Método I: Tratamento direto com Soluções I ou II sem secagem na chama. 

Método II: Imersão em etanol 70 % por 12 h, secagem à temperatura ambiente seguida por 

coloração com solução II e secagem na chama. 

Método III: Imersão em etanol 70 % por 12 h, secagem à temperatura ambiente, tratamento com 

octanol 10 % em etanol comercial (5-10 min), seguida por coloração com solução II e secagem na 

chama. 

Método IV: Tratamento com octanol 10 % sem secagem na chama e coloração com solução I ou 

II. 

Método V: Tratamento com octanol 10 %, secagem na chama e coloração com solução II, e 

secagem na chama sem posterior lavagem com etanol. 

Método VI: Tratamento direto com soluções I com secagem na chama sem posterior lavagem 

com etanol. 
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Após tratamentos as células foram analisadas em microscópio de epifluorescência conforme item 

2.1.6. 

 

 

 

2.8 ENSAIOS COM SUBSTRATOS FLUOROGÊNICOS 

 

 Os ensaios de avaliação de substratos fluorogênicos foram realizados utilizando os 

derivados HACBO, HSUBO, ACC e SUAC para detecção de atividade amidase e NC para 

detecção de atividade 6-nitrorredutase. Os ensaios consistiram inicialmente de obtenção de 

culturas de fungos em ágar Sabouraud para, em seguida, serem ensaiadas com soluções de 

substratos fluorogênicos em tampão fosfato de sódio. 

Amostras de fungos: Foram utilizadas amostras de Aspergillus flavus CMMI 120, Aspergillus 

fumigatus CMMI 121, Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428, Absidia sp. E5-2B, Aureobasidium 

pullulans CMMI L4, Candida albicans ATCC 18804, Saccharomyces cerevisae (fermento de pão 

comercial) mantidas em ágar Sabouraud. 

Soluções de substratos fluorogênicos: 1x10-5 mol de HACBO, HSUBO, ACC, SUAC foram 

dissolvidos em 1 mL de DMSO e o volume diluído a 10mL com solução estéril de tampão fosfato 

de sódio pH 7,0 0,01 molL-1. Para atividade nitrorredutase NC foi diluído com solução 4 % de 

glicose em tampão fosfato de sódio pH 7,0 0,01 molL-1. 

 Amostras de fungos foram inoculados em tubos de ensaio de 100x10 mm contendo 2 mL de 

ágar Sabouraud acrescido de 1 % de extrato de levedura inclinado e incubados por 7 dias a 30 ºC. 

Em seguida foi adicionado sobre cada cultura 2 mL de solução 1x10-3 molL-1 de substrato 
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fluorogênico em solução tampão pH 7,0 a 0,01 molL-1 de fosfato de sódio. As culturas foram 

incubadas por 9 dias. Simultaneamente foram incubadas culturas contendo tampão sem o 

substrato (Branco I) e tubos contendo a solução de substrato sem terem sido inoculados (Branco 

II). 

 Após incubação foram adicionados 2 mL de solução saturada de cloreto de sódio e 1 mL de 

acetato de etila. Os tubos foram agitados e deixados descansar para separar as fases. A fase 

orgânica foi aplicada em placa de CCD de sílica gel G60 e eluídos com hexano acetato de etila 

1:4. Após eluição as placas foram reveladas em luz uv 365 nm e fotografadas. 

 

 

2.9 ENSAIOS DE AVALIAÇÃO GENOTÓXICA 

 

 Neste trabalho a avaliação genotóxica foi direcionada para estudos de mutagenicidade de 

benzoxazolas através do teste Salmonella/microssoma (teste de Ames) e o teste com levedura. 

 

 

2.9.1 TESTE SALMONELLA/MICROSSOMA 

 

 Este método utiliza linhagens de Salmonella typhimurium auxotróficas para o aminoácido 

histidina e que revertem à prototrofia pelo tratamento com agentes genotóxicos254,295. 

 

 

2.9.1.1 Linhagens 
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 Foi utilizada a linhagem de S. typhimurium TA100 já descrita na literatura254 e fornecida 

por B.N. Ames (Universidade da Clifórnia, Berkeley, C.A. EUA).  

 

 

 

2.9.1.2 Meios de cultura 

 

 O crescimento da linhagem indicadora foi realizado em meio líquido completo - meio NB - 

contendo 8 % de meio nutriente (“nutrient broth”)- BBL: Div. Becton, Dickinson and Company, 

CokeyVille, Maryland, EUA ou Oxoid nº 2 - Oxoid Ltda., Basingstoke, Hants, Inglaterra) e 5 % 

de cloreto de sódio. 

 No teste de avaliação mutagênica, foi empregado o meio mínimo - MM - (30 mL/placa ) 

constituído por uma mistura de glicose a 40 % (50 mL) e meio E de Vogel - Bonner (20 mL) 

assim constituído: sulfato de magnésio a 1 %, ácido cítrico mono-hidfratado a 10 %, fosfato de 

potássio dibásico a 50 %, fosfato de sódio e amônio a 17,5 % e ágar bacteriológico (Difco 

laboratories, Michigan, Estados Unidos) a 1,5 %. 

 Para a semeadura no teste de avaliação mutagênica foi utilizado o ágar de superfície 

(gelose) contendo 0,6 % ágar (Oxoid, Inglaterra) e 0,5 % de cloreto de sódio, suplementado com 

10 % de solução de histidina e biotina (5,0x10-4 molL-1). 

 Para o teste de viabilidade celular (citotoxicidade ou sobrevivência) foi o utilizado o meio 

completo solidificado - meio NA - (20 mL/placa) elaborado a partir do meio NB solidificado com 

1,5 % de ágar (Biobrás Bioquímica do Brasil S.A., Montes Claros, Minas Gerais, Brasil). 



Parte Experimental 

 102

 As placas originais (placas-mãe) para a estocagem das linhagens eram constituídas de meio 

mínimo completo (30 mL/placa) acrescido de histidina (2,6x10-4 molL-1/placa), biotina (3 x10-6 

molL-1/placa) e ampicilina (7,5x10-4 g/placa). Para a linhagem TA102 ainda foi adicionada 

tetraciclina (6,0x10-5 g/placa). 

 

 

2.9.1.3 Confirmação do genótipo da linhagem TA100 de S. typhimurium 

 

 Os ensaios para confirmação do genótipo da linhagem TA100 de S. typhimurium foram 

realizados mensalmente ou sempre que a linhagem não apresentou o padrão de mutação 

espontânea ou os índices de mutação induzida frente aos controles positivos. Este ensaio foi 

realizado em cultura de célula cultivada com densidade de 1-2x109 célula.mL-1 e o caráter his- foi 

confirmado pela ausência de crescimento em placas de meio seletivo, sem histidina. Alíquotas da 

cultura bacteriana foram estriadas em placas controle de meio mínimo acrescido de histidina (0,1 

molL-1 (0,1 mL) e biotina 0,5x10-3 molL-1 (0,1 mL), bem como em placas teste contendo apenas 

biotina (requerida devido à deleção no gene uvrB, a qual se estende através do gene responsável 

por sua síntese). Após incubação a 37 ºC por uma noite, buscou-se observar ausência de 

crescimento nas placas-teste. 

 

 

2.9.1.4 Preparação das amostras e controles 
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 FBO, HBO, HAMBO e HACBO foram dissolvidos em DMSO (1:1). As soluções foram 

sempre preparadas imediatamente antes dos experimentos e ao abrigo da luz nas concentrações de 

2x10-6, 1,6x10-5, 1,25x10-4, 1x10-3 e 8x10-3 molL-1. Estas concentrações em (molL-1/placa) foram 

escolhidas, levando-se em consideração a solubilidade dos derivados benzoxazólicos e a 

citotoxicidade que pode variar com a linhagem e com a presença ou não de sistema metabólico 

(S9 mix). 

 A dose de maior concentração foi determinada através de triagem inicial, utilizando 

diluição seriada à metade a partir de uma solução 8x10-2 molL-1 diluida 1:100 em DMSO em 

testes realizados com a TA100, na ausência e na presença de mistura de ativação microssomal (S9 

mix). 

 O critério utilizado na triagem inicial foi o seguinte: a maior concentração não deveria 

promover, no teste de viabilidade celular (citotoxicidade), uma taxa de sobrevivência situada 

abaixo de 70 % e ou a redução no número de colônias revertentes espontâneas ou o aparecimento 

de microcolônias no teste de mutagênese; os derivados benzoxazólicos deveriam manter-se 

solúveis em toda as etapas do teste. 

 Numa bateria de tubos de ensaios foram colocados volumes variados em µL de duas 

soluções de derivado benzoxazólico em teste, escolhidas conforme a faixa de dose requerida no 

experimento, pré-determinadas como descrito acima. Os volumes não foram menores do que 4 

µL e nem maiores do que 25 µL. Foram preparados quatro tubos para cada concentração, três para 

serem utilizados no teste de mutagênese e um no teste de sobrevivência. 

 Em cada teste, foram acrescentados tubos contendo os controles negativos (os solventes 

água destilada estéril ou DMSO:água destilada estéril 1:1 e meio líquido completo NB) para o 

controle da toxicidade do solvente e controles positivos (10 µL de solução 1 mg.mL-1 de azida 
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sódica em água destilada, nos ensaios sem ativação metabólica; nos ensaios com fração S9 mix, 

utilizaram-se 10 µL de uma solução 1x10-1 mg.mL-1 em DMSO de aflatoxina B1) Todos os 

controles positivos foram adquiridos da Sigma Chemical Company - St. Louis, Estados Unidos. 

 

 

 

 

2.9.1.5 Preparação da mistura de ativação S9 mix 

 

 A fração microssomal S9, preparada a partir de fígado de ratos Sprague-Dawleys pré-

tratados com Aroclor-1254 (mistura bifenil policlorinada - PCB), foi adquirida de Molecular 

Toxicology Inc. (Moltox TM).  

 A mistura de ativação foi preparada imediatamente antes de cada experimento, segundo a 

técnica descrita por Maron & Ames254 sendo mantida em banho de gelo e ao abrigo da luz. 

Utilizou-se a “S9 mix” padrão, constituída de 4 % fração S9; 2 % MgCl2-KCl (MgCl2 0,4 molL-1 

e KCl 1,65 molL-1), 0,5 % de G-6-P 1 molL-1 (Glicose-6-fosfato da Sigma Chemical Company - 

St. Louis, USA), 4 % NADP bissódico 0,1 molL-1 (nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato da 

Sigma Chemical Company - St. Louis, USA), 50 % de tampão fosfato de sódio 0,2 molL-1 e 88 % 

hidrogenofosfato de sódio anidro 0,2 molL-1, 39,5 % de água destilada estéril. 

 

 

2.9.1.6 Condições de crescimento 
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 A linhagem TA100 de S. typhimurium cresceu no meio líquido completo (NB) acrescido de 

ampicilina (solução 8 mgmL-1 em NaOH 0,02 molL-1 - 50 µL desta solução para cada 5 mL de 

NB). A linhagem cresceu até uma densidade de 1-2x109 células.mL-1 (fase exponencial), em 

banho-maria a 37 ºC, ao abrigo da luz e sob sistema de aeração. O tempo de crescimento foi 

regulado por conexão do sistema de aeração a um relógio programável que desligava 

automaticamente após período de 10 h. 

 A densidade foi estimada por medida de turbidez em espectrofotômetro Incibrás (modelo 

MF200). Quando necessário, as culturas foram diluídas com meio líquido completo NB até a 

obtenção da turbidez adequada, correspondente a uma absorbância de 0,3-0,4 no comprimento de 

onda de 650 nm. Esta leitura foi confirmada por teste de titulação, em placa de meio completo 

solidificado, realizado com o ensaio de citotoxicidade. 

 Com a turbidez adequada (1-2x109 células. mL-1), a seguir, as culturas foram colocadas em 

banho de gelo até a realização dos ensaios. Para evitar o choque térmico, quando da semeadura 

com ágar de superfície a 45 ºC, durante os testes, foram mantidas à temperatura ambiente. 

 

 

2.9.1.7 Procedimento 

 

 A metodologia foi desenvolvida pelo procedimento de pré-incubação, segundo Maron & 

Ames254, e modificado, tanto com a presença de mistura de ativação metabólica (S9 mix), 

previamente descrita, como na ausência de ativação metabólica. 

 No teste para determinar a atividade mutagênica, tubos de ensaio - estéreis e protegidos da 

luz - em triplicata, contendo as diferentes concentrações das amostras e os controles foram 
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incubados em banho-maria sem agitação, com 100 µL de uma cultura bacteriana (crescimento de 

1-2x109 células.mL-1 em meio NB) por um período de 25 min e à temperatura de 37 ºC. 

Transcorrida esta etapa, foram adicionados 2 mL de ágar de superfície, previamente incubados a 

45 ºC e suplementados com solução de histidina e biotina. Após agitação breve, procedeu-se à 

semeadura em placas contendo meio mínimo. A contagem das colônias revertentes foi realizada 

depois de 48 h de incubação em estufa a 37 ºC. 

 Nos testes com ativação metabólica, além de 100 µL de cultura bacteriana, foram 

adicionados aos tubos 500 µL de mistura de ativação metabólica (S9 mix). Os tubos foram 

incubados por 20 min, à temperatura de 37 ºC. As etapas posteriores transcorreram como descrito 

acima. 

 

 

2.9.2 TESTE DE MUTAGÊNESE COM LEVEDURA 

 

 Este método utiliza a linhagem haploide XV-185-14c (MATα ade2-2 arg4-17 his1-7 lys1-1 

trp5-48 hom3-10) de S. cerevisae fornecida por R.C. Von Borstel, (Edmonton, Canada). 

 

 

2.9.2.1 Meios de cultura 

 

 O meio líquido completo (YPD) contendo 0,5 % de extrato de levedura (Difco), 2 % de 

bactopeptona (Difco) e 2 % de dextrose (Difco) foi uilizado para cultivo de rotina. Para os 

ensaios em placas o meio foi solidificado com 2 % de bactoágar (Difco). O meio mínimo (MM) 
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continha 0,67 % de YNB sem aminoácido (Difco), 2 % de glicose e 2 % de bactoágar (Difco). O 

meio completo sintético (SC) consistiu de MM suplementado com 2 mg de adenina, 2 mg de 

arginina, 5 mg de lisina, 1 mg de histidina, 2 mg de leucina, 2 mg de metionina, 2 mg de uracila, 

2 mg de triptofano e 24 mg de treonina por 100 mL de MM. Para mutagênese, o meio de omissão, 

com deficiência de lisina (SC-lys), histidina (SC-his), ou homoserina (SC-hom) foi suplementado 

com 0,1 mg de lisina, histidina ou metionina, respectivamente, por 100 mL de meio de omissão. 

O meio SC-lisina continha somente 0,5 mg de adenina. 

 As células foram suspensas em uma solução 0,9 % de cloreto de sódio. Para a incubação de 

células em fase estacionária e sem crescimento foi utilizado tampão de fosfato de sódio 2x10-2 

molL-1, pH 5,8 obtido por mistura adequada de mono-hidrogeno fosfato de sódio e di-

hidrogenofosfato de sódio. 

 

 

2.9.2.2 Condições de crescimento 

 

 Culturas em fase estacionária foram obtidas por inoculação de uma colônia isolada em meio 

líquido YPD. Após 72 h de incubação a 30 ºC com aeração em “shaker”, as culturas alcançaram 

2-3x108 células.mL. 

 

 

2.9.2.3 Ensaio de sobrevivência 
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 A sensibilidade relativa da linhagem haplóide XV-185-14c frente aos diferentes derivados 

de 2-fenilbenzoxazola foi avaliada por inoculação de suspensão de 5x105 células.mL-1 (obtida a 

partir de uma cultura em fase estacionária ) em 1 mL de tampão fosfato de sódio 2x10-3 molL-1 

pH 5,8 contendo o respectivo derivado benzoxazólico na concentração de 1,25x10-4, 1x10-3 ou 

8,0x10-3 molL-1. As células foram incubadas por agitação em “shaker” a 30 ºC por 20 h. O 

número de células foi estimado por contagem em hemocitômetro. Para a determinação da 

capacidade de formação de colônias, alíquotas  adequadas  foram  inoculadas  em  placas de Petri 

contendo 15-20 mL de ágar YPD. Placas foram inoculadas a 30 ºC por 3-5 dias antes da 

contagem das colônias sobreviventes. Ensaios foram realizados em triplicata para cada dose. 

 

 

2.9.2.4 Detecção de mutação por deslocamento do quadro de leitura e mutação reversa 

induzida por derivados de 2-fenilbenzoxazola 

 

 Uma suspensão de 2x108 células.mL-1 da linhagem haplóide XV-185-14c em fase 

estacionária foi incubada por 20 h a 30 ºC com concentrações 1,25x10-4, 1x10-3 ou 8,0x10-3 molL-

1 de FBO, HBO, HAMBO e HACBO. A sobrevivência  foi  determinada  em  meio  SC  (3-5 

dias, 30 ºC) e a indução de mutação (LIS, HIS ou HOM revertentes) em meio de omissão 

apropriado (7-10 dias, 30 ºC). Enquanto his1-7 é uma mutação alélica “missense” não supressiva 

e as reversões resultam de mutações em locus específico296: a linhagem lys1-1 apresenta mutação 

alélica supressível ochre “nonsense”297 que pode ser revertida tanto por mutação locus-específica 

como por mutação “forward” em um gene supressor298,299. Mutação por deslocamento do quadro 

de leitura (“frameshift mutation”) no locus hom3-10 foi aferida com base na capacidade deste 
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mutante responder a uma ampla variedade de mutágenos. Os ensaios foram realizados em 

triplicata e repetidos três vezes para cada dose. 

 

 

 

 

2.10 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIFÚNGICA 

 

 O ensaio de atividade antifúngica selecionado foi o do crescimento micelial radial (CMR) 

utilizando a amostra de F. pedrosoi ATCC 46428 como microrganismo representante de 

cromoblastomicose para avaliação de sensibilidade a fenóis, ácidos salicílicos, 2-

fenilbenzoxazolas e cumarinas. 

 

 

2.10.1 INÓCULO 

 

 Amostra de F. pedrosoi ATCC 46428, mantida em ágar Sabouraud, foi inoculada em frasco 

erlenmeyer contendo 50 mL de caldo Sabouraud (Oxoid) acrescido de 1 % de extrato de levedura 

e incubada por uma semana. Em seguida foi mantida sob agitação com pino magnético estéril por 

cerca de 30 min para promover a fragmentação do micélio. A suspensão foi preparada no dia da 

inoculação. 
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2.10.2 PREPARO DO MEIO PARA ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIFÚNGICA 

 

 O meio para atividade antifúngica consistiu de ágar YEPD (40 g de glicose anidra (Synth), 

10 g de peptona bacteriológica (Oxoid), 10 g de extrato de levedura (Oxoid), 20 g de ágar 

bacteriológico (Oxoid), 1 L de água destilada) acrescido de solução de drogas diluídas na 

proporção de 1 % em relação ao meio. 

 Os compostos selecionados para avaliação de atividade antifúngica foram diluídos em 

dimetilsulfóxido de modo a obter solução mãe na concentração de 8x10-2 molL-1. Em seguida 

foram preparadas quatro diluições seriadas à metade de modo a obter soluções 4x10-2 molL-1, 

2x10-2 molL-1, 1x10-2 molL-1 e 5,0x10-3 molL-1. Alíquotas de 0,1 mL destas soluções foram 

adicionadas a 9,9 mL de ágar YEPD estéril e fundido. Após homogeneização em agitador de 

tubos, o conteúdo foi vertido em placas de Petri de 8 cm de diâmetro estéreis e armazenadas em 

geladeira até o momento da utilização. 

 

 

2.10.3 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIFÚNGICA 

 

 Discos de papel Whatmann nº 1 estéreis foram distribuídos em triplicata em placas de 

ensaio (contendo meio acrescido de droga). Em seguida foram adicionados 3 µL de suspensão de 

F. pedrosoi ATCC 46428 por disco. Em seguida as placas foram incubadas por 7 dias a 30 ºC 

junto com uma placa controle negativo contendo somente DMSO diluído 1:100 no ágar e um 

controle positivo consistindo de triciclazol nas mesmas concentrações das drogas. Triciclazol 

(BIM-DowAgroSciences) foi utilizado como modelo de inibição de síntese de melanina em F. 
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pedrosoi conforme já verificado por outros autores23 para comparação com cumarinas e derivados 

benzazólicos os quais podem apresentar esta propriedade108. Para tanto uma alíquota de 15 g do 

fungicida comercial foi suspensa em 75 mL de etanol a 95 % aquecida até entrar em ebulição e 

filtrada ainda quente. Após descansar por 24 h à temperatura ambiente os cristais foram filtrados 

e secos em estufa a 50-60 ºC por 24 h. Os compostos foram considerados inibidores da síntese de 

melanina se promovessem a produção de halo castanho em torno das colônias ou alteração da cor 

negra sobre o micélio23. 

 Após incubação os diâmetros das colônias foram mensurados com paquímetro digital por 

inspeção visual com auxílio de lupa. O diâmetro de cada colônia foi determinado pela média 

geométrica ponderada dos diâmetros perpendiculares. O diâmetro médio representativo de cada 

concentração avaliada foi calculado pela média aritmética dos diâmetros de cada colônia. 

 

 

2.11 ANÁLISE EXPLORATÓRIA MULTIVARIADA 

 

 Estudos de correlação estrutura atividade antifúngica (SAR) foram realizados empregando 

busca sistemática e métodos quimiométricos baseados em análise de componentes principais 

(PCA) modelados por PLS. 

 As variáveis utilizadas para estudos de SAR compreenderam parâmetros teóricos e 

experimentais. Parâmetros teóricos foram estimados a partir de cálculos ab initio utilizando o 

menu QSAR do programa Hyperchem versão 6.0 com base na geometria otimizada dos derivados 

de fenol, ácido salicílico, 2-fenilbenzoxazola e cumarina e incluíram coeficiente de partição 

octanol:água (log P), Energia de Hidratação (EH), Refratividade Molar (RM), Polarizabilidade 



Parte Experimental 

 112

(Pol), Área Molecular (A) e Volume Molecular (V). Para fenóis e ácidos salicílicos foram ainda 

incluídos parâmetros hidrofóbicos (π), eletrônicos (σp, ℑ, ℜ) e estéricos (MRs, L, B1, B5) em 

função dos substituintes H, NO2, NH2, NHAc nas posições 4’ e 5’ respectivamente272. 

 Variáveis experimentais consistiram de conjunto de espectros DRIFTS de derivados de 

fenol, ácido salicílico, 2-fenilbenzoxazola e cumarina em brometo de potássio coletados na região 

de 4000-400 cm-1 e selecionados para processamento na faixa de 3800-600 cm-1. 

 Parâmetros teóricos foram utilizados na busca sistemática visando determinar o coeficiente 

de correlação linear entre dois parâmetros utilizando software Microsoft Excel 979. Parâmetros 

experimentais foram selecionados para ensaios quimiométricos devido à grande quantidade de 

variáveis latentes geradas10,277. Para tanto os espectros foram coletados em absorbância e 

submetidos ao pré-processamento de autoescalamento com correção de espalhamento de luz 

(MSC). 

 Modelos quimiométricos de correlação entre diâmetros de colônia e freqüências de IV 

foram obtidos utilizando o método dos mínimos quadrados parciais (PLS) utilizando o software 

Pirouette 2.7. Os modelos obtidos foram validados por validação cruzada com exclusão de uma 

amostra por vez276,278. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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3.1 OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE 2-(2’-HIDROXIFENIL )BENZOXAZOLAS 

E CUMARINAS 

 

3.1.1 OBTENÇÃO DE 2-(2’-HIDROXIFENIL)BENZOXAZOLAS 5’-SUBSTITUÍDAS  

 

A metodologia proposta para a obtenção de 5’HBXs teve como base a condensação entre 

o o-aminofenol e o respectivo derivado de ácido salicílico 5-substituído (X=H ou NH2) em 

presença de ácido polifosfórico conforme já descrito57. 

 2-(2’-Hidroxi-5’-N-acilamino-fenil)benzoxazolas foram sintetizadas por acilação de 

HAMBO em presença de acetato de sódio, ácido acético glacial e o respectivo anidrido de ácido 

carboxílico (anidridos acético e succínico) (figura 27). 
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[86] [5] [87]
[88]: R = CH 3
[89]: R = -CH 2-CH2-CO2H

 

 Figura 27: Estratégias sintéticas adotadas para obtenção de 2-(2’-hidroxi-5’-N-acilamino-

fenil)benzoxazolas. 

 

 A síntese de HBO via condensação entre ácido salicílico e o-aminofenol em APF leva a um 

produto escuro verde-acinzentado cuja purificação é normalmente realizada em presença de 

clorofórmio. Por outro lado, o produto é pouco solúvel em hexano (mesmo a quente), porém, 

quando eluído em coluna cromatográfica utilizando este solvente, são obtidos cristais de 

considerável pureza apesar do elevado consumo de solvente. Neste caso foi proposta uma 
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metodologia de purificação por cromatografia em coluna com hexano utilizando o extrator 

Soxhlet ainda não descrita na literatura para este composto. O material bruto após neutralização e 

secagem a 50-60 ºC foi triturado e depositado sobre uma pequena camada de sílica 70-230 mesh 

(30 g) no lugar do cartucho de papel e submetido à extração sólido-líquido por cerca de 5 dias. 

No final do período obteve-se o produto cristalino branco com elevada pureza, com rendimento 

de 59 % e com utilização de pouca quantidade de sílica e de solvente (aproximadamente 200 

mL), condições estas que não seriam factíveis numa cromatografia em coluna convencional. 

 Comparando-se com a metodologia proposta pela condensação oxidativa entre aldeído 

salicílico e o-aminofenol em presença de nitrobenzeno que apresenta rendimentos mais elevados 

(86 %)42 o método de condensação com ácido polifosfórico aqui origina rendimentos menores, 

porém, em face aos reagentes disponíveis, este foi o método escolhido. 

 No caso de HAMBO a metodologia de condensação oxidativa não está indicada uma vez 

que o derivado 5-aminosalicilaldeído poderia se autocondensar gerando subprodutos indesejáveis, 

sendo necessária a proteção do grupo amino (como, por exemplo, a metilação) para a reação de 

condensação com orto-aminofenol seguida pela sua desproteção. 

A purificação de HAMBO também foi modificada propondo-se a extração sólido-líquido 

em sistema Soxhlet contendo sílica 70-230 mesh utilizando, neste caso, mistura 1:1 de hexano e 

diclorometano, sendo observada a cristalização do produto purificado após ultrapassar o limite de 

solubilidade, mesmo a quente na fase móvel. Apesar de baixo rendimento o produto obtido 

encontra-se em elevado grau de pureza conforme análise por CCD, 1H-RMN e IV justificando a 

utilização da metodologia escolhida para sua obtenção. 

Os derivados HACBO e HSUBO foram facilmente obtidos por acilação de HAMBO com 

os anidridos acético e succínico a frio em presença de sistema catalítico AcONa/AcOH sendo que 
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para experimentos de biocatálise visando avaliação do potencial como substrato fluorogênico 

apenas a lavagem com água após a reação é suficiente para esta aplicação. Entretanto para 

utilização em ensaios de atividade antifúngica há a necessidade de uma purificação complementar 

por cromatografia em coluna.  

A possibilidade de obtenção destes derivados por acilação do ácido 5-aminosalicílico 

seguida por condensação com orto-aminofenol não está indicada uma vez que a presença do 

grupo amida compete com o grupo carboxila no mesmo reagente pelo orto-aminofenol à 

semelhança do que se descreve para obtenção de benzoxazóis com derivados de ácidos 

carboxílicos. 

 

 

3.1.2 OBTENÇÃO DE CUMARINAS 6-SUBSTITUÍDAS 

 

 Cumarinas 6-substituídas, incluindo 6-N-acilaminocumarinas, foram obtidas a partir da 

cumarina conforme estratégia sintética apresentada na figura 28. 

[91][90][46]
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 Figura 28: Estratégias sintéticas adotadas para obtenção de cumarinas 6-substituídas. 

 

6-Nitrocumarina foi obtida com 70 % de rendimento após purificação por nitração em 

ácido acético glacial como solvente conforme metodologia previamente descrita. A 
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recristalização em clorofórmio foi proposta como modificação em relação ao benzeno conforme 

indicado devido à menor toxicidade e ao menor ponto de ebulição, que facilita a remoção do 

solvente, sendo que diclorometano também pode ser utilizado. 

6-Aminocumarina foi obtida em rendimento baixo devido à formação de subprodutos 

durante o processo de redução com ferro na forma de palha de aço comercial. A utilização de 

ferro em pó melhora a pureza do produto obtido. Nitrocumarinas substituídas com grupos metila 

na posição 4 são normalmente reduzidas com zinco em ácido clorídrico ou ditionito de sódio em 

presença de hidróxido de amônia300,301. 

 Ensaios preliminares visando redução com ditionito de sódio em meio básico (solução 

amoniacal ou hidróxido de sódio) não se mostraram efetivos gerando produtos de adição de grupo 

amino na posição 4 e abertura do anel de lactona. A tentativa de reduzir com levedura de pão 

(Saccharomyces cerevisae) em condições similares àquelas já descritas para outros 

nitrocompostos252-255 mostrou-se pouco efetiva pela dificuldade de extração dos produtos gerados 

após a reação bem como pela diversidade de subprodutos gerados conforme acompanhamento por 

CCD. 

 As amidas foram facilmente obtidas por acilação sendo que apresentaram fluorescência azul 

à luz uv 365 nm e menores valores de Rf que a respectiva AMC o que facilitou o 

acompanhamento da reação de acilação. As respectivas amidas apresentaram maior solubilidade 

em água que as amidas derivadas de HAMBO, um fator a ser considerado posteriormente para a 

padronização dos ensaios de detecção de atividade amidase e nitrorredutase. 
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3.2 APLICAÇÃO DE 2-(2’-HIDROXIFENILBENZOXAZOLAS) CO MO 

FLUOROCROMOS PARA MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCÊNCIA D E F. pedrosoi 

ATCC 46428 

 

Os espectros de absorção dos derivados HBO e HAMBO (Fig. 29A e 29B) em diferentes 

solventes apresentaram comportamento diferenciado. 
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 Figura 29: Espectros de absorção de HBO (esquerda) e HAMBO (direita) a 1x10-4 molL-1 

em octanol, clorofórmio e 1,4-dioxano. 

 

Para o HBO observa-se um efeito hipsocrômico dos máximos de absorção na região de 320 

e 335 nm, um decréscimo na intensidade de absorção e uma simplificação da estrutura vibrônica 

com o aumento da polaridade do solvente. A absorção com máximo em 315-320 nm é atribuída 

ao tautômero trans-enol enquanto que a absorção em torno de 330-335 nm refere-se ao tautômero 

cis-enol conforme estudos previamente estabelecidos com HBO130,132. 

A introdução do grupo NH2 na posição 5’ do radical fenila (HAMBO) altera o perfil de 

absorção das bandas de comprimento de onda longo (320-380 nm) levando a uma diminuição na 

intensidade, um efeito batocrômico e uma simplificação da estrutura vibrônica com sobreposição 
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dos máximos de absorção em relação ao HBO. Por outro lado o aumento da polaridade dos 

solventes causa efeitos semelhantes aos observados com o HBO e já descritos em estudos 

anteriores130,132,138. 

Na figura 30 encontram-se representados os espectros de fluorescência dos derivados HBO 

e HAMBO em octanol, 1,4-dioxano e clorofórmio. 
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 Figura 30: Espectros de fluorescência de HBO (esquerda) e HAMBO (direita) a 1x10-4 

molL-1 em octanol, clorofórmio e 1,4-dioxano. 

 

Os espectros não foram normalizados para demonstrar o efeito de hipercromia do solvente 

nas propriedades emissoras das benzoxazolas em estudo. A análise destes espectros demonstra 

que há uma dependência da intensidade da emissão em função da polaridade do solvente sendo 

esta intensidade crescente na ordem 1,4-dioxano < clorofórmio < octanol e mais intensa para 

HAMBO. Este resultado indica a escolha de octanol para o desenvolvimento de protocolos de 

coloração de biomassa fúngica para estudos de morfologia por microscopia de epifluorescência 

em F. pedrosoi. As curvas de emissão apresentam comportamento binodal com uma banda na 

região de maior comprimento de onda (450-550 nm) e outro na região de menor comprimento de 

onda (300-400 nm). A banda com máximo em maior comprimento de onda (450-550 nm) é 
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atribuída à espécie excitada na forma de tautômero ceto (banda λK) enquanto que o máximo em 

menor comprimento de onda (300-400 nm) é atribuído à forma excitada anti-enol associada à 

forma enol solvatado em solventes polares ou à forma sin-enol130 uma vez que se observa um 

deslocamento batocrômico da banda λK e um deslocamento hipsocrômico da banda λE e uma 

diminuição na razão de intensidade de fluorescência λK/λE, com o aumento da polaridade do 

solvente conforme observado no comportamento de HBXs114,116-118. A diminuição da polaridade 

do solvente deveria provocar um aumento na razão de intensidade de fluorescência λK/λE, 

principalmente em solventes que podem realizar ligação de hidrogênio intermolecular com a 

benzoxazola como o octanol133. 

Em octanol, apesar da presença de uma hidroxila terminal na molécula o efeito 

predominante da cadeia alifática torna o ambiente apolar fazendo com que ocorra uma curva de 

emissão com apenas um máximo decorrente da forma ceto. Este resultado indica a validade de se 

utilizar octanol como solvente para simulação de membrana biológica um ambiente celular 

tipicamente hidrofóbico e que aumenta substancialmente a intensidade da fluorescência de 

moléculas com mecanismo ESIPT. A modificação da polaridade do solvente promove alteração 

no deslocamento Stokes dos dois fluoróforos conforme pode ser visualizado na tabela 2 

Tabela 2: Comprimentos de onda dos máximos de absorção e emissão e deslocamento Stokes de 

HBO e HAMBO em octanol, clorofórmio e 1,4,dioxana. 

Fluoróforo Solvente λmáxemissão (nm) λmáxabsorção (nm) Deslocamento de Stokes (nm) 

HBO octanol 

clorofórmio 

1,4-dioxana 

473 

480 

485 

321 

320 

320 

152 

160 

165 

HAMBO octanol 

clorofórmio 

1,4-dioxana 

510 

563 

580 

340 

366 

377 

170 

197 

203 
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Podem ser observados maiores valores de deslocamento Stokes para HAMBO com maior 

dependência em relação à polaridade do solvente. Este dado é significativo para aplicações como 

fluorocromo, pois em presença de diferentes ambientes da estrutura celular é possível observar 

variações na cor da fluorescência e do filtro a ser utilizado para avaliar a cor da fluorescência 

observada. 

As fotos de microscopia de epifluorescência de F. pedrosoi ATCC 46428 com os diferentes 

fluorocromos encontram-se representadas nas figuras 31, 32 e 33. Em todos os métodos testados 

foi possível observar a marcação das células com os fluorocromos diferenciando-se apenas 

quanto à cor, à intensidade e à distribuição da fluorescência sobre as estruturas celulares avaliadas 

(hifas e conídios).  

Os tratamentos com HBO mostraram uma marcação dos elementos fúngicos com 

fluorescência branco azulada a branco amarelada dependendo do tratamento e que se intensificou 

com a desidratação das hifas com etanol (figura 31 A-B). A intensidade da fluorescência foi maior 

nos conídios do que nas hifas sendo que nestas houve predomínio de fluorescência na vizinhança 

dos septos. Neste tipo de tratamento foi possível ter uma noção de tridimensionalidade das 

estruturas fúngicas, principalmente das hifas. 

A impregnação com octanol levou a uma diminuição da fluorescência nas hifas 

previamente tratadas com etanol (figura 31 C) e a um efeito de dispersão da fluorescência 

perdendo-se nitidez na definição da microestrutura nas hifas não tratadas com etanol conforme 

figura 31 D. 

A marcação direta com fluorocromo dissolvido em dimetilsulfóxido na concentração de 

8x10-2 molL-1 com posterior lavagem leva à impregnação irregular, com deposição de cristais 

sobre a superfície das estruturas fúngicas e com excessiva fluorescência e perda da nitidez da 
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imagem. Já o mesmo processo, após tratamento prévio do micélio com etanol, gera um padrão 

com melhor definição de imagem (figura 31 E) com maior fluorescência em conídios e em alguns 

relevos da superfície das hifas havendo uma relação direta com regiões mais escuras quando a 

mesma imagem é visualizada por microscopia óptica (figura 31 F). 
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 Figura 31: Imagens de MEF de microcultivos de F. pedrosoi ATCC 46428 corados com 

HBO 8x10-4 molL-1 (A, B, C, e D)  ou 8x10-2 molL-1 (E). A=Método I; B=Método II; 

C=Método III; D=Método IV; E=Método I; F=Microscopia Óptica de E. Barra=10µm. 
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Os tratamentos com HAMBO permitiram a visualização das estruturas fúngicas com 

fluorescência amarelo dourada (figura 32 A, C, E) ou branco amarelada (figura 32 B, F). 
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 Figura 32: Imagens de MEF de microcultivos de F. pedrosoi ATCC 46428 corados com 

HAMBO 8x10-4 molL-1 (A, B, C e E) ou 8x10-2 molL-1 (F). A=Método I; B=Método II; 

C=Método III; D=Microscopia Óptica de C; E=Método IV; F=Método I. Barra=10µm. 
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O aumento do grau de desidratação e impregnação hidrofóbica das hifas (seqüência de 

métodos I, II e III) coincidiu com emissão de maior fluorescência e maior definição da 

microestrutura fúngica para a concentração de 8x10-4 molL-1 (figura 32 A-C). Já o aumento da 

concentração do fluorocromo para 8x10-2 molL-1 sem tratamento desidratante ou hidrofobizante 

(Método I) leva a uma diminuição da fluorescência e da definição de imagem do material celular 

(figura 32 F) em relação ao mesmo método na concentração de 8x10-4 molL-1 (figura 32 A). 

Comparando-se com a MO, a microscopia de fluorescência com HAMBO ofereceu melhor 

visão tridimensional da microestrutura fúngica, revelando detalhes do relevo das hifas que 

normalmente não aparecem na MO (figura 32 C-D). A impregnação direta das hifas com octanol 

(tratamento IV) seguida pela coloração com solução 8x10-4 molL-1 levou a uma maior definição 

de imagem com visualização tridimensional do corpo de frutificação (figura 32 E) quando 

comparado com os tratamentos I, II e III não sendo observado o efeito de dispersão de 

fluorescência semelhante ao encontrado com HBO (figura 31 D). Por fim, a impregnação direta 

do micélio com octanol seguida por secagem, coloração com HAMBO a 8x10-4 molL-1 e nova 

secagem sem lavagem posterior com etanol leva também a uma perda da nitidez da imagem e da 

fluorescência com desvio da tonalidade da cor (figura 33 A) semelhante ao verificado no método 

IV com HBO na mesma concentração.  

Os tratamentos com fluoresceína apresentaram padrão praticamente semelhante, e 

independente da concentração do fluorocromo, diferenciando–se apenas na intensidade da 

distribuição do fluorocromo ao longo da superfície das estruturas celulares (figura 33 C). 

Elementos intracelulares não foram observados sendo que a impregnação com o fluorocromo 

forneceu às estruturas fúngicas uma visualização parcialmente tridimensional, semelhante àquelas 

observadas em microscopia eletrônica de varredura. Nas condições em que se utilizou a maior 
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diluição do fluorocromo verificou-se uma melhor nitidez da imagem sendo que os conídios 

apresentaram intensa fluorescência com prejuízo da definição da imagem o mesmo acontecendo 

na área septal.  

Todos os tratamentos com rodamina B geraram padrões semelhantes caracteristicamente 

alterados da estrutura fúngica com excessiva fluorescência e baixa nitidez, alterações estas que se 

intensificaram com a diluição do fluorocromo (figura 33 D). 

 

A

 

B

 

C

 

D

 

 

 Figura 33: Imagens de MEF de microcultivos de F. pedrosoi ATCC 46428 corados com 

HAMBO 8x10-4 molL-1  (A) e 8x10-2 molL-1 (B), fluoresceína 8x10-4 molL-1 (C) e 

rodamina B 8x10-4 molL-1 (D). A=Método V; B=Método VI; C, D=Método IV. 

Barra=10µm. 
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Células em suspensão não se mostraram apropriadas para a identificação de aspectos 

micromorfológicos de F. pedrosoi mostrando apenas hifas que se coraram fracamente com as 

benzoxazolas. 

 Por fim cabe salientar que durante a armazenagem das lâminas (uma semana) o material 

corado com HBO e HAMBO não apresentou alterações na intensidade de fluorescência 

mantendo-se estável à temperatura ambiente e exposto à luz e ao ar. 

A determinação do comportamento de absorção no ultravioleta em região de comprimento 

uv-longo dos derivados benzoxazólicos foi necessária para definir os filtros a serem utilizados na 

leitura das lâminas de microscopia de epifluorescência. Neste mesmo contexto, o efeito de 

hipercromia associado com o octanol indicou a importância da localização destes fluorocromos 

em ambiente hidrofóbico para que fosse observado um efeito de aumento na intensidade da 

fluorescência com aumento do rendimento quântico de emissão de luz (fluorescência)130,141. 

Os resultados referentes aos métodos de coloração empregando HBO e HAMBO em 

comparação com rodamina B e fluoresceína indicaram algumas vantagens dos derivados 

benzoxazólicos em relação aos padrões principalmente no que se refere à identificação de 

detalhes da topografia celular das hifas e dos corpos de frutificação em F. pedrosoi. 

Colorações com rodamina B e diacetato de fluoresceína associados ou não ao Calcofluor 

White já têm sido utilizadas para a identificação de aspectos morfofisiológicos de fungos 

nematófagos no solo, tais como Arthrobotrys oligospora157. 

Nesta espécie de fungo, o diacetato de fluoresceína (uma sonda não fluorescente) tem sido 

utilizado para diferenciar células com alta taxa metabólica tornando-as fluorescentes por hidrólise 

intracelular da ligação éster dos grupos acetatos. Os derivados utilizados neste trabalho não 

apresentam esta propriedade uma vez que não contêm grupos acetatos. Entretanto, verificou-se 
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inicialmente que tanto fluoresceína quanto rodamina B bem como os derivados HBO e HAMBO 

mostraram-se capazes de marcar as células em estudo de maneira diferenciada. 

Uma primeira observação efetuada demonstrou que benzoxazolas apresentaram melhores 

propriedades fluorescentes que rodamina B e fluoresceína quanto à resolução (definição) da 

parede celular. Nas figuras 31 e 32 pode se observar a marcação com HBO e HAMBO 

respectivamente, sobre micélio produzido por microcultivo em presença de solução de 

fluorocromos. Pôde-se visualizar a presença de septos bem como a formação de corpos de 

frutificação em padrão Cladophialophora com maior fluorescência sobre os conídios, sendo este 

efeito mais intenso para HAMBO. 

A desidratação do micélio com etanol levou a uma melhor definição da imagem em relação 

às hifas, porém comprometeu a visualização dos conídios devido à excessiva fluorescência neles 

observada. Cabe salientar que o princípio de marcação esperado baseou-se na impregnação ou na 

deposição de corantes sobre a superfície do micélio e, em menor extensão, na absorção através da 

membrana uma vez que a presença de solvente etanol favoreceria a desidratação da membrana e a 

penetração de metabólitos lipídicos por difusão. 

O tratamento com octanol sem posterior aquecimento (método IV) gerou fluorescência 

difusa sobre a superfície das células comprometendo a definição da micromorfologia para a 

coloração com HBO (figura 31 D), porém melhorou em muito a resolução tridimensional quando 

corado com HAMBO. 

A coloração com HAMBO (figura 32 E), neste caso, evidenciou detalhes tridimensionais da 

vizinhança dos septos, semelhante ao comportamento observado com derivados de branqueadores 

ópticos e dermatófitos163. Uma variação no método incluindo posterior secagem, após 

impregnação com octanol (método V), comprometeu a definição de imagem sugerindo que nestas 
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condições houve excessiva absorção de octanol pelo micélio levando a um efeito de dispersão da 

fluorescência com embaçamento da imagem e que o tratamento com agente hidrofobizante deva 

ser controlado. 

O emprego de HBO, HAMBO e fluoresceína permitiu a observação de morfologia 

microscópica variada de F. pedrosoi à microscopia de epifluorescência comum a este 

representante da família Herpotrichielaceae3,4,22. A forma clássica caracteriza-se por conidióforo 

portando blastoconídios primários, secundários e terciários acompanhados de cabeças conidiais 

esparsas3. No presente estudo, foi observada predominantemente esta forma distintiva sendo 

melhor caracterizada pela marcação com fluorocromos à base de HBXs. 

 O fato da coloração com benzoxazolas apresentar maior fluorescência sobre os conídios 

terminais e sobre a área septal nas hifas não é uma observação isolada tendo sido verificado, 

principalmente nas áreas septais de leveduras173 e dermatófitos163 quando impregnados com 

corantes derivados do ácido diaminoestilbenodissulfônico. 

Estes resultados podem ser explicados considerando-se dois fatores. Um primeiro fator 

seria um maior acúmulo de lipídios na membrana celular de conídios aumentando o caráter 

hidrofóbico e manifestando o efeito de hipercromia de 2-(2’-hidroxifenil)benzoxazolas111,140,141. 

Um segundo fator seria um maior espessamento da membrana com maior acúmulo de quitina 

levando a uma maior absorção local de fluorocromo. 

Para os conídios, o primeiro caso parece ser a melhor explicação uma vez que já se tem 

verificado que conídios de F. pedrosoi ATCC 46428, quando cultivados em caldo Czapeck-Dox 

com 1 % de extrato de levedura apresentam uma maior proporção de lipídios totais que as 

respectivas hifas302. 
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No caso das regiões septais o segundo efeito parece estar predominantemente relacionado 

com o fenômeno observado semelhantemente com outros fungos. Entretanto, não se sabe se neste 

caso o mecanismo de maior fluorescência seja maior interação das HBXs com a quitina uma vez 

que não tem sido feitos estudos a este respeito. Neste contexto é mais aceitável que o tratamento 

com octanol leva a uma maior adsorção deste solvente na vizinhança dos septos levando a um 

aumento da hidrofobicidade e, conseqüentemente, da fluorescência nesta região.  

Uma outra consideração a ser feita é a de que a presença de octanol em torno do material 

celular pode diluir o corante (como no caso do HBO ou HAMBO) aumentando a fluorescência 

por diminuição da autossupressão do estado excitado gerando embaçamento da estrutura celular. 

Este fenômeno é comumente observado com marcações com rodamina B que cora principalmente 

material lipídico191 e cuja intensidade de fluorescência aumenta à medida que se dilui o 

fluorocromo levando a um quase total embaçamento da imagem. A validade de sua utilização 

parece estar relacionada com o seu uso em combinação com outros fluorocromos como 

Calcofluor White, permitindo então a diferenciação de conídios em relação às hifas como no caso 

do fungo nematófago A. oligospora155. 

 A utilização de fluoresceína como padrão de fluorocromo, neste caso, serviu para mostrar 

que apesar de ser um dos fluoróforos mais conhecidos e aplicados em marcação de células ele 

apresenta as suas limitações. Um dos maiores inconvenientes de uso da fluoresceína para 

marcação de material biológico é o rápido foto-esmaecimento da fluorescência, principalmente 

em maiores aumentos do campo de visualização17. Esta propriedade limita o tempo disponível 

para observações e interfere intensamente na documentação fotográfica. Para prevenir este efeito 

adicionam-se inibidores de fotoesmaecimento tais como citifluor AF3155. 
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Benzoxazolas, ao contrário, apresentam fotesmaecimento praticamente nulo devido ao 

mecanismo de fotoexcitação e fotoemissão que rapidamente regenera a população de moléculas 

no estado fundamental mesmo em exposição continuada de excitação o que facilita a análise 

microscópica do material fúngico marcado por maior tempo. É interessante observar que a 

introdução do grupo amino leva a uma melhor definição da imagem com maior intensidade da 

fluorescência. Esta característica sugere uma interação com grupos polares ácidos e de resíduos 

de glicosídeos da superfície da parede celular de F. pedrosoi que interagem com o grupo amino 

por ligação iônica ou de hidrogênio.  

 O fato do material fúngico corado com HBO e HAMBO ter apresentado estabilidade 

durante a sua armazenagem mesmo quando exposto a oscilações naturais de umidade, luz, ar e 

temperatura ambiente reflete uma característica da estabilidade química do sistema HBX. Nesta 

classe de moléculas, a presença da ligação de hidrogênio intramolecular protege o nitrogênio sp2 

de oxidação radicalar que, em caso contrário, poderia levar à perda da fluorescência. 
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3.3 APLICAÇÃO DE 2-(2’-HIDROXIFENIL)BENZOXAZOLAS 5’ -SUBSTITUÍDAS E 

CUMARINAS 6-SUBSTITUÍDAS COMO SUBSTRATOS FLUOROGÊNI COS 

 

 A avaliação do potencial de aplicação de 5’HBXs e cumarinas 6-substituídas como 

substratos fluorogênicos foi realizada através de ensaios de detecção de atividade amidase e 

nitrorredutase em fungos de interesse clínico. A atividade amidase foi avaliada com amidas de 

HAMBO e de AMC (R = acetil, succinil). A atividade nitrorredutase foi avaliada com o derivado 

6-nitrocumarina.  

 

 

3.3.1 DETECÇÃO DE ATIVIDADE AMIDASE COM AMIDAS DERIVADAS DE HAMBO E 

AMC 

 

 A escolha de derivados N-acilados de HAMBO e AMC para a síntese de amidas visando 

aplicação como susbstratos fluorogênicos deveu-se primeiramente às propriedades fluorescentes 

de HAMBO e AMC (os produtos esperados da reação de hidrólise do grupo amida, 

respectivamente), pela ausência de informações a respeito destes derivados, quanto a essa 

aplicação, e pela facilidade de sua obtenção.  

 As amidas de HAMBO e AMC foram obtidas por acilação destes derivados com anidridos 

acético e succínico em presença de ácido acético glacial e acetato de sódio conforme já discutido 

no item 3.12 (figura 28). A opção por este método baseou-se na rapidez de execução e condições 

brandas de reação (25-30 ºC, 10 min). A escolha por estes três anidridos foi visando obter radicais 



Resultados e Discussão 

 132

acila com presença e ausência de grupos carboxílicos livres nas respectivas amidas para melhorar 

a solubilização em água para os ensaios de “screening” de atividade enzimática. 

 Este recurso já é bem conhecido na melhora do perfil farmacocinético de fármacos através 

da acilação de grupos amino com anidrido succínico, facilitando o transporte do fármaco por 

proteínas em meio aquoso ou através de membranas polarizadas. A escolha do grupo acetila 

deveu-se a sua ampla utilização como grupo protetor de grupos aminos livres em síntese orgânica 

e em sistemas protéicos intracelulares como histonas e também por servir como modelo de 

radical acila com ausência de grupo carboxila livre, porém pequeno o suficiente para não 

influenciar nas propriedades de solubilidade em meio aquoso. 

 

 Figura 34: Espectros de absorção (à esquerda) e de emissão (à direita) normalizados de 

HAMBO, HACBO e HSUBO, 1x10-4 molL-1, em DMSO/EtOH 1:10. 
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O espectro de absorção de HAMBO apresenta estrutura vibrônica simplificada com um 

máximo de absorção em 285 nm apresentando um ombro próximo a 300 nm. Uma banda na 

região de maior comprimento de onda pode ser observada com máximo de absorção em 370 nm. 

Esta banda representa uma confluência de bandas de absorção do anti-enol e do enol solvatado 

este último sendo o principal componente em virtude da presença de um meio solvente 

fortemente polar e doador e aceptor protônico130,132,138. 

HSUBO e HACBO apresentaram espectros de absorção muito semelhantes entre si, porém 

diferentes de HAMBO na região de 280-300 nm. Nesta região HAMBO e HSUBO apresentam 

duas bandas com máximos em 280 e outro em 300 nm. O efeito hipsocrômico destas bandas nas 

amidas em relação ao HAMBO deve-se ao efeito desativador do anel de fenila conforme já 

observado com outros derivados benzoxazólicos57. 

O espectro de emissão de HAMBO apresentou uma banda com máximo em 480 nm 

atribuída à banda de emissão da forma enol solvatada no estado excitada130,132,138. Na região de 

550-650 nm observa-se um ombro indicativo da banda de emissão da forma ceto excitada 

decorrente do mecanismo ESIPT. 

Os derivados HACBO e HSUBO apresentaram comportamento binodal típico de HBXs em 

presença de solvente polar e doador protônico com uma banda na região de 350-450 nm e outra 

na região de 450-600 nm. A primeira banda apresenta máximo em 380 nm com intensidade 

normalizada semelhante para HACBO. Esta banda é atribuída também à emissão da forma enol 

solvatada no estado excitado. A segunda banda com máximo em 500 nm é atribuída à emissão da 

forma ceto excitada decorrente do mecanismo ESIPT. 

Comparando-se a razão de intensidade de fluorescência λK/λE de HAMBO com suas 

amidas derivadas, observa-se um aumento desta razão para as amidas, o que pode ser explicado 
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considerando que o aumento da massa molecular e do volume do radical fenila aumenta a rigidez 

estrutural no estado excitado (*E0), diminuindo a conversão na forma anti-enol e, 

conseqüentemente, aumentando o rendimento quântico do processo ESIPT conforme observado 

com derivados do lapazol137. 

Em termos de deslocamento Stokes pode se observar uma diminuição do deslocamento de 

Stokes com a acilação do grupo amino tomando-se por base os máximos de absorção e de 

emissão do enol solvatado.  

Na figura 35, encontram-se representados os espectros de absorção e de emissão de 6-

aminocumarina e de suas respectivas amidas, 6-acetamidocumarina (ACC) e 6-

succinamidocumarina (SUAC). 

 

 Figura 35: Espectros de absorção (à esquerda) e de emissão (à direita) normalizados de AMC, 

ACC e SUAC, 1x10-4 molL-1, em DMSO/EtOH 1:10. 
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Os espectros de absorção são semelhantes com estrutura vibrônica simplificada e 

apresentam caracteristicamente três bandas. Uma banda intensa com máximo em torno de 250 nm 

característica do sistema cumarina e denominada banda K, uma segunda, de média intensidade, 

na região de 270-280 nm e uma terceira, de baixa intensidade relativa, com máximo na região de 

300 a 450 nm. 

As duas primeiras bandas são muito semelhantes tanto para AMC como para suas 

respectivas amidas. A terceira banda apresenta um efeito hipsocrômico nas amidas em relação à 

AMC . Esta banda está relacionada com a excitação de cumarinas por ação de luz uv promovendo 

a emissão de fluorescência utilizada para quantificação em métodos fluorimétricos218. 

Os espectros de emissão destes compostos apresentam-se com perfis semelhantes em 

termos de estrutura vibrônica com uma banda bem definida. A banda de AMC apresenta um 

máximo em 545 nm e é atribuída à emissão de um estado excitado TCIT148. A acilação do grupo 

amino promove um efeito hipsocrômico com máximo em torno de 440 nm semelhante ao 

observado na acilação da 7-amino-4-metilcumarina218. 

Uma outra característica é a sobreposição entre máximos de emissão de HAMBO ou AMC 

e suas respectivas amidas. Esta característica físico-química é importante, pois irá servir de base 

para acompanhamento de reações de hidrólise da ligação amida através de sistemas de detecção 

de fluorescência. 

Para derivados benzoxazólicos observa-se uma maior sobreposição entre as bandas de 

emissão de HAMBO e de suas amidas, principalmente com a banda de emissão da forma ceto das 

mesmas, inviabilizando a escolha de um comprimento de onda para detecção da emissão pura de 

fluorescência de HAMBO. Neste caso, seria mais indicado o uso de quimiometria para 

estabelecer, via PLS, um conjunto de freqüências que pudesse melhor descrever as modificações 
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associadas com as variações nos espectros de emissão de cada uma das amidas e de AMC para 

fins de quantificação, conforme já utilizado para análise quantitativa de misturas de componentes 

similares tais como fenóis277 ou hidrocarbonetos aromáticos278, utilizando espectroscopia de 

absorção no uv. 

Com AMC e seus derivados, observa-se baixa sobreposição entre as bandas de emissão de 

ACC e SUAC com o máximo de emissão de AMC permitindo maior seletividade na detecção de 

fluorescência deste composto nesta região. Por outro lado, utilizando-se como sistema de 

detecção a CCD, um requisito que passa a ser importante não é mais a sobreposição de bandas de 

emissão e sim o deslocamento de Stokes que faz com que absorções no ultravioleta produzam 

emissões no visível. Os deslocamentos de Stokes dos dois conjuntos de amidas estão 

apresentados na tabela 3. Observa-se que os derivados cumarínicos apresentam maiores 

deslocamentos que os benzoxazólicos.  

 

Tabela 3: Comprimentos de onda dos máximos de absorção e emissão e deslocamento Stokes de 

HAMBO, HACBO, HSUBO, AMC, ACC e SUAC, 1x10-5 molL-1. 

Fluoróforo λmáxemissão (nm) λmáxabsorção (nm) Deslocamento de Stokes (nm) 

HAMBO 

HACBO 

HSUBO 

485 

400 

400 

367 

340 

340 

118 

60 

60 

AMC 

ACC 

SUAC 

545 

445 

445 

375 

342 

342 

170 

103 

103 

 

Em sílica gel G60, HAMBO apresenta fluorescência laranja avermelhada e as respectivas 

amidas fluorescência verde amarelada. AMC apresenta fluorescência amarela enquanto que suas 

respectivas amidas apresentam fluorescência azul. Para tentar simular as características de acidez 
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de Lewis da sílica em solução os espectros de absorção e emissão foram obtidos diluindo-se os 

fluoróforos e os respectivos substratos fluorogênicos em dimetilsulfóxio e etanol na proporção 

10:1. 

Outra característica é a diferença de Rf entre o substrato fluorogênico e seu respectivo 

produto de ação enzimática. Utilizando um sistema de eluição hexano:acetato de etila 1:4 os 

valores de Rf para AMC, ACC e SUAC foram, respectivamente, 0,47, 0,36 e 0,34, sendo possível 

verificar uma boa separação entre AMC e suas amidas. O mesmo sistema eluente para HAMBO, 

HACBO e HSUBO resultou em Rfs com valores de 0,71, 0,57 e 0,46, respectivamente. 

Com base nas informações acima obtidas foi proposto um ensaio para simular a aplicação 

destes derivados na detecção de atividade amidase em um grupo de fungos de interesse clínico. 

Para tanto foram selecionadas 7 amostras de fungos: Aspergillus flavus CMMI 120, Aspergillus 

fumigatus CMMI 121, Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428, Absidia sp. E5-2B, Aureobasidium 

pullulans CMMI L4, Candida albicans ATCC 18804 e Saccharomyces cerevisae (levedura de 

pão comercial). A análise dos extratos orgânicos (acetato de etila, figura 36 A-D) mostrou que os 

derivados ACC e SUAC foram mais suscetíveis à hidrólise microbiana e mais solúveis em meio 

aquoso que os derivados HACBO e HSUBO. 

Dentro de um mesmo derivado a natureza do radical acila também é importante para 

detectar a produção de amidases por estes microrganismos. Com ACC foi possível detectar 

visualmente a formação de AMC por F. pedrosoi e Absídia sp, enquanto que com SUAC foi 

possível esta visualização com todos os fungos testados sendo mais intensas a fluorescência de 

AMC para F. pedrosoi, Absidia. sp e A. pullulans. Com HACBO não foi possível observar 

hidrólise enquanto que com HSUBO somente a cepa fúngica de A. pullulans apresentou hidrólise 

quase completa.  
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A 

1- ACC 
2- AMC 
3- A. flavus (branco) 
4- A. flavus 
5- A. fumigatus (branco) 
6- A. fumigatus 
7- F. pedrosoi (branco) 
8- F. pedrosoi 

9- Absidia sp (branco) 
10- Absidia sp 
11-A. pullulans (branco) 
12- A. pullulans 
13- C. albicans (branco) 
14- C. albicans 
15- S. cerevisae (branco) 
16- S. cerevisae 

 
B 

1- SUAC 
2- AMC 
3- A. flavus (branco) 
4- A. flavus 
5- A. fumigatus (branco) 
6- A. fumigatus 
7- F. pedrosoi (branco) 
8- F. pedrosoi 

9- Absidia sp (branco) 
10- Absidia sp 
11- A. pullulans (branco) 
12- A. pullulans 
13- C. albicans (branco) 
14- C.albicans 
15- S. cerevisae (branco) 
16- S. cerevisae 

 
C 

1- HACBO 
2- HAMBO 
3- A. flavus (branco) 
4- A. flavus 
5- A. fumigatus (branco) 
6- A. fumigatus 
7- F. pedrosoi (branco) 
8- F. pedrosoi 

9- Absidia sp (branco) 
10- Absidia sp 
11- A. pullulans (branco) 
12- A. pullulans 
13- C. albicans (branco) 
14- C. albicans 
15- S. cerevisae (branco) 
16- S. cerevisae 

 
D 

1- HSUBO 
2- HAMBO 
3- A. flavus (branco) 
4- A. flavus 
5- A. fumigatus (branco) 
6- A. fumigatus 
7- F. pedrosoi (branco) 
8- F. pedrosoi 

9- Absidia sp (branco) 
10- Absidia sp 
11- A. pullulans (branco) 
12- A. pullulans 
13- C. albicans (branco) 
14- C. albicans 
15- S. cerevisae (branco) 
16- S. cerevisae 

 
E 

1- AMC 
2- A. flavus (branco) 
3- A. flavus 
4- A. fumigatus (branco) 
5- A. fumigatus 
6- F. pedrosoi (branco) 
7- F. pedrosoi 
 

8- Absidia sp (branco) 
9- Absidia sp 
10- A. pullulans (branco) 
11- A. pullulans 
12- C. albicans (branco) 
13- C. albicans 
14- S. cerevisae (branco) 
15- S. cerevisae 

 Figura 36: Detecção de atividade amidase de ACC (A), SUAC (B), HACBO (C), e 

HSUBO (D) e nitrorredutase de NC (E) por CCD em sílica gel G60 de extratos de culturas 

de alguns fungos de interesse clínico. 
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A ação de microrganismos sobre substratos presentes em meios de cultura esta diretamente 

relacionada com a sua capacidade de assimilação o que depende da ação de enzimas indutivas ou 

constitutivas201,303. Quanto maior a solubilidade do substrato em água mais facilmente ele pode 

ser assimilado como é o caso da hidrólise da ligação amida nos substratos testados. Este processo 

é facilitado no caso do radical succinila que apresenta um grupo carboxila livre e deve aumentar a 

taxa de hidrólise.  

A baixa solubilidade de amidas de HAMBO não necessariamente chega a ser um problema, 

pois esta pode ser aumentada introduzindo grupos carboxila ou sulfônico nos sistemas 

benzoxazólico ou no radical fenila. 

Um inconveniente do derivados contendo o radical succinila é que os mesmos não podem 

ser autoclavados em meio aquoso mesmo a pH 7, pois se observa hidrólise parcial por ação do 

calor o que pode gerar falsos positivos nas amostras a serem testadas. 

O conjunto de amidas testadas mostra a importância de se realizar um “screening” para 

atividade enzimática em microrganismos, utilizando uma biblioteca de substratos fluorogênicos e 

não simplesmente um reagente específico. Este cuidado se deve ao fato de que certos reagentes 

não encaixam no sítio ativo específico da enzima, e, quando se utilizam sistemas celulares 

íntegros, ainda é necessário que o substrato seja passível de transporte através da membrana para 

enzimas que são intracelulares. 

Por fim, o tipo de análise aqui realizada mostra a facilidade com que podem ser obtidas 

informações sobre “screening” rápido de biocatalisadores através do acompanhamento por CCD, 

mostrando que nas concentrações em que foram colocadas no sobrenadante das culturas (1x10-3 

molL-1) estes substratos, ao serem extraídos por acetato de etila, oferecem uma concentração 

mínima suficiente para serem detectados em placa de CCD. Uma outra possibilidade de detecção 
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seria através da inspeção visual da fluorescência emitida sob irradiação com luz uv 365 nm 

diretamente sobre o sobrenadante das culturas como é feito com derivados da umbeliferona16. 

Entretanto, esta técnica é mais adequada quando se utilizam enzimas purificadas. No caso aqui 

apresentado, parte dos componentes do meio YEPD passou para o sobrenadante por difusão 

durante a incubação e alguns destes componentes são fluorescentes gerando falsos positivos na 

inspeção visual ou mascarando a emissão do produto final após a hidrólise.  

 

 

3.3.2 DETECÇÃO DE ATIVIDADE NITRORREDUTASE COM 6-NITROCUMARINA 

 

 Um outro ensaio de “screening” enzimático foi feito com 6-nitrocumarina utilizada para 

detecção de atividade nitrorredutase nas mesmas amostras fúngicas anteriormente utilizadas. 

 Para detecção de atividade nitrorredutase foi selecionada apenas 6-nitrocumarina em 

virtude, principalmente, da facilidade de sua síntese. Uma proposta de síntese de 2-(2’-hidroxi-5’-

nitrofenil)benzoxazola chegou a ser investigada neste trabalho, através da condensação de ácido 

5-nitrosalicílico com o-aminofenol em presença de ácido polifosfórico, porém, sem sucesso. 

 Na figura 36 E observa-se o resultado do ensaio de atividade nitrorredutase com 6-

nitrocumarina. 

 Os resultados mostram que todas as amostras fúngicas testadas apresentaram atividade 

nitrorredutase, sendo esta atividade mais evidente para Absídia sp, A. pullulans, C. albicans e S. 

cerevisae. A. flavus e S. cerevisae apresentaram ainda um segundo produto (fluorescência azul) 

com Rf maior (0,77) que o da AMC possivelmente relacionado com a redução biológica parcial 

de NC uma vez que em condições de redução com ferro este produto também se forma. 



Resultados e Discussão 

 141

 Com este reagente foi possível detectar pela primeira vez a presença de nitrorredutase em F. 

pedrosoi o que ainda não foi relatado na literatura e também reforça a validade de utilização de 

levedura de pão (S. cerevisae) como um biocatalisador para a realização de nitrorreduções em 

substituição a métodos químicos convencionais conforme já verificado com outros sistemas 

heterocíclicos252-255 e agora estendido também para o núcleo cumarínico. A 6-nitrocumarina 

mostra-se particularmente interessante como substrato fluorogênico para detecção de atividade 

nitrorredutase em função da sua solubilidade parcial em água e da facilidade de obtenção a partir 

da nitração da cumarina. 

 Estes resultados também reforçam o potencial de utilização de outros derivados da 6-

nitrocumarinas para elaboração de uma biblioteca de substratos fluorogênicos para detecção de 

atividade nitrorredutase à semelhança daquelas patenteadas por James e Monget para 7-

nitrocumarinas251,258. 
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3.4 AVALIAÇÃO DA GENOTOXICIDADE DE 2-FENILBENZOXAZO LAS 

 

 A genotoxicidade de 2-fenilbenzoxazolas foi avaliada através de ensaios mutagênicos em 

procariotos e eucariotos. Em células procarióticas foi selecionado o teste de 

Salmonella/microssoma usando a linhagem TA100 de S. typhimurium254. Em células eucarióticas 

foi utilizado o teste de mutação reversa na linhagem haplóide XV-185-14c de S. cerevisae260-263. 

Como representantes de 2-fenilbenzoxazolas foram utilizados FBO, HBO, HAMBO e HACBO. 

 

 

3.4.1 Teste Salmonella/microssoma 

 

Os resultados do teste Salmonella/microssoma de 2-fenilbenzoxazolas com a linhagem 

TA100 de S. typhimurium tratados com e sem ativação metabólica encontram-se representados na 

tabela 4. Nesta tabela encontram-se a média e o desvio padrão do número de revertentes por 

placa, o índice de mutagenicidade (IM) por dose da linhagem indicadora frente a diferentes 

concentrações de cada derivado benzoxazólico. 
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Tabela 4: Ação de 2-fenilbenzoxazolas na indução de revertentes His+ na linhagem TA100 de S. 

typhimurium na presença (+S9) e na ausência (-S9) de ativação metabólica. 

  -S9  +S9  

Substância Concentração (10-3molL-1) Rev/ Placab IMa Rev/ Placa IM 

FBO 0 

0,002 

0,016 

0,125 

1 

8 

 

127±15,28 

109±10,58 

110±11,53 

95±8,52 

68±28,21 

29±16,97 

1,00 

0,86 

0,87 

0,75 

0,54 

0,23 

146±15,57 

138±26,96 

121±12,50 

141±9,00 

11±3,60 

59±30,36 

1,00 

0,95 

0,83 

0,97 

0,08 

0,40 

HBO 0 

0,002 

0,016 

0,125 

1 

8 

 

115±12,66 

101±10,79 

110±21,30 

103±20,60 

113±4,16 

105±10,07 

1,00 

0,88 

0,96 

0,90 

0,98 

0,91 

 

120±23,76 

130±6,81 

129±18,50 

109±1,53 

108±7,51 

121±3,21 

1,00 

1,08 

1,08 

0,91 

0,90 

1,01 

HAMBO 0 

0,002 

0,016 

0,125 

1 

8 

 

106±13,53 

109±11,93 

86±28,05 

95±14,47 

89±12,12 

98±16,17 

1,00 

1,03 

0,81 

0,90 

0,84 

0,92 

142±2,52 

130±8,14 

114±13,65 

119±4,73 

120±10,41 

102±7,94 

1,00 

0,92 

0,80 

0,84 

0,85 

0,72 

 

HACBO 0 

0,002 

0,016 

0,125 

1 

8 

 

113±7,57 

68±14,57 

58±12,34 

82,3±7,10 

88±11,36 

86±6,56 

1,00 

0,60 

0,51 

0,73 

0,78 

0,76 

109±8,89 

132±16,20 

120±20,25 

11±9,90 

98±22,60 

113±8,40 

1,00 

1,21 

1,10 

1,02 

0,90 

1,04 

a índice mutagênico = número de His+ induzidos na amostra/número de revertentes espontâneos His+ no controle 
negativo (zero). bnúmero de His+/placa: média de dois experimentos ± DP. Controle negativo: DMSO: 
120±14,02. Controle positivo: (-S9) azida sódica (5µg/placa). Valor: 365,67±59,49 (+S9) aflatoxina B1 
(1µg/placa) valor:405,42±120,39 
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As 2-fenilbenzoxazolas foram classificadas em mutagênicas (resultado positivo), portadores 

de indícios de mutagenicidade (resultado: indícios) ou não mutagênicas (resultado: negativo) para 

cada ensaio utilizando-se os seguintes critérios304: 

a) resultado positivo: quando a média de revertentes de pelo menos uma dose do produto foi no 

mínimo o dobro da média de revertentes observada no controle negativo (IM ≥ 2) e a avaliação 

estatística demonstra resposta significativa (P ≤ 0,05) na análise de variância e correlação dose-

resposta positiva (P ≤ 0,01). 

b) resultado indícios: quando apenas um dos dois critérios acima foi observado.  

c) resultado negativo: quando não forma satisfeitos os critérios descritos para os resultados acima. 

Com base no critério de classificação de mutagenicidade adotado os derivados 

benzoxazólicos testados não apresentaram mutagenicidade para a linhagem TA100, tanto na 

ausência como na presença de S9 mix, não sendo, portanto, indutores de mutações por 

substituição de pares de bases. Por outro lado, FBO foi citotóxico tanto na presença quanto na 

ausência de ativação metabólica para as doses de 1 e 8x10-3 molL-1 o que pode ter causado a 

redução dos valores de IM nestas concentrações. 

 

 

3.4.2 Teste com levedura 

 

 Os ensaios com a linhagem haplóide XV-185-14c de S. cerevisae encontram-se 

representados na tabela 5. 
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Tabela 5: Indução de mutação pontual (his1-7), alelo ocre (lys1-1) e deslocamento do quadro de 

leitura ou “frameshift” (hom3-10) na linhagem haplóide XV185-14c de S. cerevisae após 

tratamento por 20 h com 2-fenilbenzoxazolas em fase estacionária de crescimento. 

Composto Concentração 

(10-3molL-1) 

Sobrevivência ( %) Rev His1/107 a Rev Lys/107 b Rev Hom3/107 a 

FBO 0 

0,125 

1 

8 

 

100,0 

58,5 

42,0 

30,5 

5,33±3,38 (37)c 

7,29±2,94 (44) 

10,24±0,53 (41)*** 

2,23±1,70 (11)* 

3,22±1,27 (19) 

2,74±1,03 (14) 

3,08±1,28 (18) 

2,03±1,02 (8) 

0,51±0,32 (2) 

1,95±0,90 (2)** 

2,04±1,20 (8)*** 

0,81±0,47 (2) 

 

HBO 0 

0,125 

1 

8 

 

100,0 

88,0 

99,0 

71,5 

6,62±3,97 (26) 

11,11±2,63 (44) 

9,88±5,04 (39) 

11,04±5,97 (33) 

3,77±0,90 (15) 

4,21±0,96 (13) 

2,81±0,79 (8) 

1,70±1,27 (5) 

3,01±2,60 (9) 

2,91±0,61 (6) 

2,62±0 (5) 

4,45±1,99 (9) 

 

HAMBO 0 

0,125 

1 

8 

 

100,0 

94,7 

87,7 

94,0 

9,92±3,78 (40) 

7,88±3,06 (31) 

9,23±6,61 (36) 

10,00±3,27 (40) 

2,66±1,51 (5) 

2,27± 0,41 (4) 

0,57± 0,02 (1) 

2,32±0,33 (5) 

0,93±0,06 (2) 

0,69±0,12 (1) 

1,57±0,48 (3) 

1,35±0,19 (3) 

HACBO 0 

0,125 

1 

8 

 

100.0 

85,0 

89,0 

91,0 

4,38±0,51 (17) 

5,11±2,96 (20) 

7,86±3,51 (31) 

6,20±2,22 (25) 

3.88±0,62 (15) 

4,61±3,26 (18) 

7,11±4,10 (28) 

5,95±2,39 (24) 

2,37±0,55 (7) 

2,7±0,28 (8) 

2,44±0,63 (7) 

2,68±0,93 (8) 

a Revertentes locus-específico; b revertentes locus-não específico (mutação “forward”); c Números entre parêntese representam os números de 
colônias contadas em três placas para cada dose; d Média e desvio padrão de três experimentos independentes. * Dados significativos em relação 
ao controle negativo (DMSO) com P<0,05; ** P<0,01; ***P<0,001/Teste t-Student. 

 

Nesta tabela encontram-se a média e o desvio padrão do número de revertentes por placa 

por dose e o percentual de sobrevivência celular das linhagens indicadoras frente a diferentes 

concentrações de cada derivado. 
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Entre os quatro derivados benzoxazólicos testados somente FBO induziu efeito citotóxico 

em culturas em fase estacionária de células haplóides da linhagem XV-185-14c de S. cerevisae. 

Os resultados mostram que somente FBO apresentou efeito mutagênico na fase estacionária para 

concentração de 1x10-3 molL-1 no locus da histidina e 1,25x10-4 e 1x10-3 molL-1 no locus da 

homosserina. Na maior concentração não foi possível observar mutação devido à extensa morte 

celular.  

A citotoxicidade de benzazolas está relacionada com a inibição de enzimas envolvidas com 

a replicacão celular tais como topoisomerase I305, topoisomerase II306, DNA girase307 e 

transcriptase reversa (para o vírus HIV-1)308. Particularmente em 2-fenilbenzoxazolas esta 

citotoxicidade em relação a procariotos (Staphylococcus aureus ATCC 6538, Streptococcus 

faecalis ATCC 10541, Bacillus subtilis ATCC 6033, Escherichia coli ATCC 10536, Klebsiella 

pneumoniae NTCC 52211, Pseudomonas aeruginosa RSKK 355) e eucariotos (Candida albicans 

RSKK 628) está intimamente relacionada com o grau, a posição e a natureza do substituinte do 

anel de fenila38. A interação com estas enzimas não tem relação direta com enzimas inibidoras da 

replicação celular. 

A comparação entre FBO e HBO permite concluir que a hidroxilação na posição 2’ de FBO 

diminui drasticamente a citotoxicidade possivelmente devido à perda do efeito inibitório sobre 

estas enzimas, particularmente sobre a topoisomerase II haja vista a baixa citotoxicidade de HBO 

contra diversas linhagens de células neoplásicas ou de bactérias39,65 agora também observada na 

linhagem haplóide XV-185-14c de S. cerevisae. Já modificações na posição 5’ do sistema HBX 

parecem não influenciar a citotoxicidade com as linhagens testadas, particularmente com a 

linhagem de S. cerevisae uma vez que variações de quase 100 vezes na região de concentrações 

testadas influenciou pouco na sobrevivência desta linhagem.  
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A afinidade pelo DNA é uma característica importante para indução de citotoxicidade e 

mutagênese principalmente em deslocamentos de quadros de leitura associada à intercalação de 

compostos policíclicos aromáticos ou heterocíclicos tais como psoralenos309,310, acridina e 

harmina270. No caso de 2-fenilbenzazolas esta suposição apresenta informações contraditórias 

uma vez que derivados de 2-fenilbenzimidazolas potencialmente inibidores de topoisomerase I e 

DNA girase apresentam baixa afinidade pelo DNA307, ao passo que HBO, apesar de baixa 

citotoxicidade interage fortemente com o DNA por intercalação entre pares de bases311,312. 

Neste caso, outros tipos de interações devem ser considerados para buscar o comportamento 

observado. 

Interações com formação de complexos DNA + benzoxazola + íon Mg2+ têm relação com a 

atividade antitumoral de HBXs e 2-(2’hidrofenil)-benzimidazolas portadoras de um grupo 

carboxila na posição 4 do sistema benzazola39. Neste caso, a atividade citotóxica testada contra 

diversas linhagens de células neoplásicas parece estar relacionada com a capacidade de 

complexar o íon Mg2+ especificamente. A retirada do grupo carboxila na posição 4 como no caso 

de HBO permite a complexação com outros metais tais como Zn2+ 313,314 mas não mais com o 

Mg2+ eliminando o potencial citotóxico contra células neoplásicas.  

Entretanto, do ponto de vista de citotoxicidade e de mutagenicidade, o fato de aumentar o 

número de revertentes por placa para FBO sob cultura estacionária de célula eucariótica permite 

propor que o comportamento diferencial da atividade mutagênica de FBO em relação a HBO, 

HAMBO e HACBO possa estar relacionado com a geração de metabólitos tóxicos. Este 

proposição baseia-se no fato de células eucarióticas apresentarem um sistema de ativação 

metabólica endógeno semelhante ao complexo P450 oxidase hepático. 
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 Sabe-se que derivados benzazólicos apresentam vários sítios de ataque para 

biotransformação hepática. Estas biotransformações incluem hidroxilação do radical fenila e do 

radical benzazola bem como oxidação do nitrogênio do sistema benzazólico com formação de N-

óxido (figura 37)315. 

[95][94]

X

N N
+

XHO
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O
-

Biotransformação

 

 Figura 37: Sítios comuns de biotransformação em sistemas 2-fenilbenzazólicos. 

 

 Para o caso onde X=NH ou S ainda é possivel observar oxidações nestes sítios. As 

oxidações no nitrogênio do anel azólico geram N-óxidos com elevado potencial mutagênico haja 

vista a utilização de óxido de 4-nitroquinolina como controle positivo de mutagenicidade e 

carcinogenicidade em ensaios desta natureza. Já as hidroxilações em anel aromático diminuem a 

atividade citotóxica tanto em 2-fenilbenzotiazolas316 como em HBXs39. 

Estas reações, entretanto, só são esperadas em presença de ativação metabólica. O fato dos 

compostos HBO, HAMBO e HACBO não apresentarem indução de mutagênese nos dois 

sistemas biológicos investigados apesar da presença de um nitrogênio em sistema heterociclo 

disponível para geração de N-óxido indica que esta biotransformação pode estar comprometida 

pela presença de ligação de hidrogênio intramolecular, possivelmente por diminuição da energia 

do orbital HOMO comprometendo a transferência de um elétron para o oxigênio. Como FBO não 

apresenta a hidroxila em C2’ a N-oxidação encontra-se disponível, permitindo a geração de 
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metabólitos potencialmente tóxicos o que se traduz na elevada citotoxicidade com relação à 

linhagem de S. cerevisae com simultânea indução de atividade mutagênica. 

O fato de não se observar indução de mutagenicidade com FBO na linhagem TA100 de 

Salmonella typhimurium sob ativação metabólica não significa que estes metabólitos não estejam 

sendo gerados, mas que os mesmos não induzem substituição de pares de bases no DNA daí 

porque a necessidade de serem completados estudos com outras linhagens. 

 Os resultados negativos de mutagenicidade pelo menos quanto ao mecanismo de substituição 

de bases conta a favor para a utilização do sistema HBX como protótipo para o desenvolvimento de 

fármacos com outras propriedades biológicas tais como antifúngicas ou mesmo para a sua utilização 

como fluorocromos ou substratos fluorogênicos uma vez que credita maior segurança na sua 

manipulação laboratorial. 
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3.5 ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DE FENÓIS, ÁCIDOS SALICÍL ICOS, 2-

FENILBENZOXAZOLAS E CUMARINAS CONTRA F. pedrosoi ATCC 46428 

 

O ensaio de atividade fungistática utilizado baseou-se na inibição do crescimento micelial 

radial. Normalmente este ensaio é realizado utilizando discos de culturas previamente preparados 

por inoculação de placas com ágar Sabouraud-extrato de levedura (YEPD) que após incubação a 

30 ºC ficam completamente cobertas com a colônia do fungo. Desta superfície são então 

recortados discos de cultura com auxílio de um coletor de biópsia de pele com diâmetro 

específico (“punch biopsy”) sendo posteriormente transferidos para placas contendo ágar teste 

perfurado ou depositados com a superfície invertida sobre a superfície do ágar teste com a 

solução da droga previamente diluída. 

Esta metodologia visando determinação da MIC de isolados clínicos de dermatófitos foi 

inicialmente proposta (com algumas modificações) por Butty e colaboradores317 demonstrando-se 

mais rápida e com eficiência comparada ao do método de macrodiluição evitando neste caso a 

necessidade de padronização de suspensão de células. Neste caso a atividade antifúngica é 

definida pelo diâmetro do halo da colônia e não pela concentração inibitória mínima (MIC) sendo 

que quanto menor o halo de crescimento maior a atividade antifúngica. 

 No caso de fungos dematiáceos de crescimento lento como F. pedrosoi esta metodologia 

tem servido para avaliação de potencial inibitório de diferentes compostos, porém com algumas 

limitações, principalmente no caso de não ocorrer crescimento homogêneo na superfície do ágar 

que dará origem aos discos de cultura. Uma modificação aplicada neste caso foi utilizar, ao invés 

de discos de cultura, discos de papel impregnados com suspensão de células em fase exponencial 
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de crescimento. Esta metodologia tem sido utilizada em experimentos de avaliação de diversos 

fatores nutricionais e xenobióticos no crescimento micelial de fungos. 

Na tabela 6 encontram-se as respectivas médias dos diâmetros de colônias de F. pedrosoi 

ATCC 46428 com seus desvios padrões para cada composto nas cinco concentrações testadas.  

 

 Tabela 6: Diâmetros de halos de colônias (mm) de F. pedrosoi ATCC 46428 obtidos com 

diferentes concentrações de fenóis, ácido salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas. 

Composto 0,5x10-4 molL-1 1,0x10-4 molL-1 2,0x10-4 molL-1 4,0x10-4 molL-1 8,0x10-4 molL-1 

F 9,4 ± 0,4 10,0 ± 0,2 11,0 ± 0,3 11,1 ± 0,5 11,1 ± 0,1 

NF 11,3 ± 0,9 10,1 ± 0,2 9,6 ± 0,7 6,1 ± 0,2 5,7 ± 0 

AMF 9,2 ± 0,5 9,6 ± 0,3 9,6 ± 0,5 9,1 ± 0,7 8,2 ± 0,3 

ACF 7,6 ± 0,3 8,2 ± 0,5 8,2 ± 0,2 7,8 ± 0,3 7,0 ± 0,5 

AS 8,8 ± 0,5 9,5 ± 0,3 9,3 ± 0,2 8,4 ± 0,6 7,6 ± 0,5 

ANS 9,7 ± 0,6 10,6 ± 0,3 10,8 ± 0,2 11,1 ± 0,3 12,0 ± 0,6 

AAMS 9,7 ± 0,3 9,7 ± 0,8 10,9 ± 0,1 10,3 ± 0,2 10,3 ± 0,5 

AACS 9,4 ± 0,1 10,2 ± 0,3 9,6 ± 0,4 9,3 ± 0,6 8,2 ± 0,2 

FBO 8,4 ± 0,5 7,7 ± 0,3 6,8 ± 0,2 6,5 ± 0,3 6,2 ± 0,2 

HBO 9,8 ± 0,4 10,7 ± 0,8 11,2 ± 0,5 10,4 ± 0,2 9,5 ± 0,5 

HAMBO 8,1 ± 0,1 7,9 ± 0,2 8,2 ± 0,5 7,7 ± 0,2 6,3 ± 0,5 

HACBO 8,4 ± 0,0 9,3 ± 0,3 9,1 ± 0,8 8,6 ± 0,9 6,5 ± 0,4 

HSUBO 8,9 ± 0,3 9,7 ± 0,1 9,3 ± 0,5 10,1 ± 0,7 10,5 ± 0,5 

C 10,7 ± 0,8 11,2 ± 0,2 8,7 ± 0,4 8,5 ± 0,8 8,0 ± 0,1 

NC 7,4 ± 0,7 7,6 ± 0,3 8,3 ± 0,6 9,1 ± 0,7 6,6 ± 1,1 

AMC 9,0 ± 0,5 7,8 ± 0,4 8,6 ± 0,2 8,3 ± 0,4 8,4 ± 0,2 

ACC 9,2 ± 0,1 9,8 ± 0,4 9,8 ± 0,3 10,0 ± 0,8 9,8 ± 0,7 

SUAC 7,0 ± 0,8 8,6 ± 0,6 8,5 ± 0,5 8,4 ± 0,3 6,1 ± 0,4 

U 7,7 ± 0,5 7,3 ± 0,4 7,7 ± 0,5 8,7 ± 0,4 7,9 ± 0,3 

MU 8,7 ± 0,3 9,7 ± 0,1 9,3 ± 0,7 8,6 ± 0,8 8,0 ± 0,4 

AMU 10,4 ± 0,6 11,2 ± 0,1 10,5 ± 0,7 9,8 ± 0,8 8,6 ± 0,4 

TCZ 8,0 ± 0,5 8,9 ± 0,4  9,2 ± 0,9 8,7 ± 0,8 9,1 ± 0,2 
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As curvas de ação dos diferentes derivados do fenol, do ácido salicílico, do 2-

fenilbenzoxazol, e da cumarina sobre o crescimento de F. pedrosoi ATCC 46428 encontram-se 

representadas nas figuras 38, 39, 40 e 41, respectivamente. 

 

 Figura 38: Efeito de diferentes concentrações de derivados do fenol sobre o crescimento 

de F. pedrosoi ATCC 46428. 

 Figura 39: Efeito de diferentes concentrações de derivados do ácido salicílico sobre o 

crescimento de F. pedrosoi ATCC 46428. 
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 Figura 40: Efeito de diferentes concentrações de derivados do 2-fenilbenzoxazol sobre o 

crescimento de F. pedrosoi ATCC 46428. 

 

 

 Figura 41: Efeito de diferentes concentrações de derivados da cumarina sobre o 

crescimento de F. pedrosoi ATCC 46428. 
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 Uma análise inicial das curvas permite verificar que em todas as cinco concentrações 

testadas, todos os compostos apresentaram poder de inibição no CMR indicando atividade 

fungistática em diferentes intensidades. Foram observados diferentes padrões de curvas de 

atividade antifúngica (figura 42) assim caracterizadas: 

a)  Monofásicas: curvas com inibição crescente do crescimento com aumento da concentração do 

composto em estudo. 

b)  Bifásicas: um aumento da atividade fungistática (I) até um ponto de máxima inibição do 

crescimento (P1) após o que a atividade fungistática decresce ou estaciona (II). 

c)  Trifásica: um aumento da atividade fungistática (I) até um ponto de máxima inibição do 

crescimento (P1) seguido por perda momentânea da atividade fungistática (II) até um ponto 

de mínima atividade (P2) após o que esta atividade é recuperada (III) com elevadas 

concentrações do composto em estudo.  

[Droga] [Droga] 

A B

[Droga] 

I II I II III

Diâmetro
de colônia

P1
P1

P2

C

 

 Figura 42: Padrões de curvas de atividade fungistática. A: monofásica; B: bifásica; C: 

trifásica. 

 

Curvas bifásicas e trifásicas são observadas em situações onde ocorre uma adaptação do 

crescimento microbiano por indução de enzimas relacionadas com a assimilação ou a 
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biodegradação de substratos que podem fornecer carbono e nitrogênio como nutrientes para 

material plástico intracelular318. 

Somente NF e FBO apresentaram curvas de inibição de crescimento radial continuamente 

decrescentes (monofásicas) com o aumento da concentração do agente conforme o esperado para 

curvas de sobrevivência microbiana em relação a um agente citotóxico319. Os demais compostos 

apresentaram curvas bifásicas e trifásicas. Não houve um comportamento homogêneo e 

característico para cada classe de compostos investigados, observando-se curvas monofásicas, 

bifásicas e trifásicas entre compostos da mesma classe indicando diferentes mecanismos de ação 

inibitória dentro de uma mesma classe. 

 Compostos contendo grupos aromáticos tais como fenóis, ácidos salicílicos, benzoxazolas e 

cumarinas podem ser metabolizadas por diferentes rotas gerando compostos de mais fácil 

assimilação ou eventualmente mais tóxicos.  

A presença de curvas bifásicas ou trifásicas pode ser explicada considerando-se uma 

competição entre mecanismos estimuladores de crescimento e os inibitórios. Muitos compostos 

aromáticos podem servir como fonte de carbono, sendo destruídos por sistemas indutivos de 

oxidases tais como fenoloxidases, catecoloxidases. 

A indução da expressão de conjunto de enzimas relacionadas com a assimilação destes 

substratos é regulada pela concentração dos mesmos até o ponto em que a transcrição do operon, 

relacionado com a sua degradação, seja reprimido (repressão catabólica). Somam-se a este efeito 

mecanismos de toxicidade tais como alteração de permeabilidade de membrana (típicos de 

fenóis), inibição de sistemas citocromo P450 (típicos de benzoxazolas e cumarinas) e eventos 

mutagênicos que passam a operar simultaneamente e que alteram expressão genética e, 

conseqüentemente, a partição entre metabolismo secundário e primário ou mesmo simplesmente 
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inibem o metabolismo primário comprometendo a viabilidade celular. Este compotamento já tem 

sido verificado com F. pedrosoi ATCC 46428 em presença de triciclazol que inibe o 

metabolismo secundário levando alterações no crescimento e na absorção de glicose em presença 

de diferentes fontes de nitrogênio320. 

 Para uma melhor compreensão do comportamento dos compostos sobre o crescimento de F. 

pedrosoi ATCC 46428, os mesmos serão analisados inicialmente por classes química para, 

posteriormente, serem correlacionados quando for o caso. 

 

 

3.5.1 EFEITO DE FENÓIS SOBRE O CRESCIMENTO DE F. pedrosoi ATCC 46428 

 

 As curvas de diâmetro versus concentração de xenobiótico permitem observar três 

comportamentos distintos para os fenóis testados contra F. pedrosoi. 

 4-Aminofenol e 4-acetamidofenol apresentam curvas de crescimento indicando um 

comportamento adaptativo em relação à concentração do xenobiótico. AMF e ACMF originam 

curvas trifásicas com um mínimo de indução de crescimento próximo a 5x10-5 molL-1, seguido 

por um máximo na região de 1 a 2x10-4 molL-1, após o que prevalece o potencial citotóxico com 

queda praticamente linear em função da concentração. Comparando-se as curvas dos dois 

compostos observa-se que são praticamente idênticas sendo a curva de ACMF deslocada para 

baixo no eixo das ordenadas em relação à curva de AMF. Este comportamento pode ser explicado 

considerando que AMF esteja sempre em menor concentração sobre os mesmos receptores que 

ACMF possivelmente por alterações no transporte transmembrana.  
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 O fenol (F), por sua vez, apresenta uma curva bifásica típica de saturação de sítios 

receptores para maiores concentrações ou de processos estimuladores da viabilidade celular com 

estabilização do crescimento radial na faixa de 2 a 8x10-4  molL-1.  

 O para-nitrofenol (NF), ao contrário dos demais, apresenta uma curva monofásica típica de 

inibição de crescimento com o aumento da concentração do xenobiótico alcançando 100 % de 

inibição próximo à concentração de 5x10-4 moL-1 (estabelecido por extrapolação).  Estes 

resultados são condizentes com os observados para a toxicidade de 2,4-dinitrofenol, um inibidor 

da cadeia respiratória321 . 

 Observa-se também uma variação do potencial inibitório do crescimento em relação à 

concentração da droga. Na região de 0,5 a 2x10-4 moL-1, predomina o efeito de ACMF e de AMF 

ao passo que entre 2 e 8x10-4 molL-1 predomina o efeito de NF, mais intenso que os anteriores. 

O menor potencial inibitório sobre o crescimento radial pelo fenol pode ser relacionado 

com a capacidade de assimilação do núcleo aromático pela via catecoloxidase321 que degrada o 

anel em acetilCoA. Alterações na permeabilidade da membrana celular parecem não ser 

comprometedoras na faixa de concentrações testadas podendo-se levantar a possibilidade de 

adsorção deste xenobiótico na parede de melanina que se deposita na parte interna da parede 

celular e que serve como depósito de rejeitos celulares. 
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3.5.2 EFEITO DE ÁCIDOS SALICÍLICOS SOBRE O CRESCIMENTO DE F. pedrosoi ATCC 

46428 

 

 As curvas de crescimento versus concentração de droga para os quatro derivados de ácido 

salicílico apresentam perfil semelhante com típico comportamento adaptativo na região de baixa 

concentração (0,5 a 1,0x10-4 molL-1). Acima desta concentração ANS difere dos demais 

derivados. Enquanto AS, AMS e ACMS passam a apresentar potencial inibitório do crescimento 

(com comportamento semelhante aos de AMF e ACMF), ANS perde esta capacidade 

continuamente com o aumento da concentração desta substância no meio de cultura.  

O comportamento diferenciado de ANS pode ser decorrente da indução de enzimas 

nitrorredutases e de degradação do anel aromático além da menor toxicidade deste composto em 

relação ao NF pela presença do grupo carboxílico que diminui a interação com citocromos da 

cadeia respiratória fazendo com que o mesmo possa ser mais rapidamente degradado por 

denitrificação257 seguida por quebra do anel por ação de catecoloxidases. 

O grupo nitro pode induzir nitrorredutases (conforme observado para ácido 4-

nitrobenzóico)236, alterando o metabolismo primário de modo a aumentar a capacidade 

assimilatória de outros nutrientes presentes no meio de cultura. Considerando-se que AS e AMS 

apresentam atividade tóxica, a degradação de ANS por denitrificação ou por ação de 

nitrorredutases deveria ser inibida uma vez que levaria ao acúmulo dos derivados inicialmente 

citados, respectivamente. Entretanto pode-se considerar que os níveis de AMS e de AS gerados 

pela redução ou denitrificação de ANS são muito baixos, fazendo com que prevaleçam o efeito 

estimulador de maior quantidade de nutrientes.  
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 Comparando-se com os fenóis 4-substituídos e com exceção de AS pode-se dizer que a 

introdução do grupo carboxila na posição para em relação à hidroxila fenólica diminui o 

potencial inibitório do crescimento.  

 

 

3.5.3 EFEITO DE 2-FENIL-BENZOXAZOLAS SOBRE O CRESCIMENTO DE F. pedrosoi 

ATCC 46428 

 

O conjunto de derivados benzoxazólicos investigados apresentou três comportamentos 

distintos. FBO mostrou curva monofásica com potencial inibitório crescente com aumento da 

concentração, semelhante ao NF, porém de maneira mais intensa. HSUBO mostrou curva bifásica 

de crescimento com adaptação à presença de substrato, porém com perda de poder inibitório à 

medida que ocorreu aumento da concentração de droga. Os demais compostos - HBO, HAMBO e 

HACBO - mostraram curva trifásica com comportamento de adaptação com aumento do 

potencial fungistático relacionando com o aumento da concentração da droga. 

Em termos de relação estrutura atividade, observa-se que a inclusão de grupo hidroxila em 

orto em relação ao radical benzoxazola diminui consideravelmente a atividade fungistática 

(conforme comparação entre FBO e HBO). Com exceção de HSUBO para concentrações acima 

de 5x10-4 molL-1, a substituição da posição 5’ aumenta a atividade fungistática implicando em 

uma contribuição estérica para esta atividade. 

O comportamento de HSUBO pode estar relacionado com a hidrólise do grupo succinil que 

entra rapidamente no metabolismo primário como fonte de carbono facilmente assimilável. Este 

dado é importante uma vez que o radical succinil é normalmente utilizado como transportador de 
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membrana5. Por outro lado a hidrólise de HACBO não ocorre conforme observado no ensaio de 

substratos fluorgênicos o que pesa para o aumento de sua toxicidade. 

A comparação com triciclazol cujo diâmetro médio de crescimento é de 8,8 mm levanta a 

tese de que a presença de grupo amino livre ou bloqueado por radicais acila na posição 5’ do 

sistema HBX aumenta a atividade antifúngica, dependendo do radical acila. Este fato demonstra o 

potencial para investigação de outros derivados desta natureza visando melhorar esta atividade. 

Some-se a esta característica o fato de ocorrer pouca variação na atividade fungistática de 

HAMBO e HACBO na faixa de concentrações avaliadas, conferindo boa regularidade na resposta 

biológica e a ausência de atividade mutagênica em relação aos mecanismos de lesão gênica 

avaliados. 

 

 

3.5.4 EFEITO DE CUMARINAS SOBRE O CRESCIMENTO DE F. pedrosoi ATCC 46428 

 

 As curvas de CMR em função da concentração de cumarinas apresentam perfil semelhante 

e trifásico indicando comportamento adaptativo em função da concentração do substrato. Os 

derivados C, NC, SUAC, 4MU e 4AMU apresentam ponto de mínimo crescimento na região de 

0,5x10-4 molL-1 com início da indução de enzimas relacionadas com o metabolismo de derivados 

cumarínicos. No grupo constituído por AMC e U este mínimo ocorre na região de 1,0x10-4 molL-

1. 

Ao contrário de benzoxazolas a acilação do grupo amino aumenta a atividade fungistática 

em 6-aminocumarina, exceto para o grupo acetila. Estes dados estão de acordo com aqueles 

obtidos por Aytemir e colaboradores com amidas de ácido cójico e 7 amino-4-metilcumarina107. 
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Entre os derivados cumarínicos testados apenas C, MU e AMU apresentaram discreta 

formação de halo castanho em torno das colônias (figura 43) quando comparado com o padrão 

triciclazol.  

A

 
B

 

C
 

D
 

 Figura 43: Formação de halos de pigmentação de colônias de F. pedrosoi ATCC 46428 

em presença de derivados cumarínicos. A = padrão; B = triciclazol; C = cumarina; D = 6-

nitrocumarina. Todos os compostos estão na concentração de 4x10-4 molL-1. 
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Entretanto, apenas o triciclazol alterou a pigmentação da colônia tornando-a de cor 

ferrrugem conforme já descrito23. Estas alterações são decorrentes da inibição do metabolismo 

secundário, mais precisamente da biossíntese de melanina DHN levando à liberação de derivados 

quinônicos caracterizados como intermediários desta rota metabólica24 (figura 44). 
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 Figura 44: Rota de biossíntese de melaninas em fungos dematiáceos. (t) = Etapas de 

inibição por triciclazol. 
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 O diâmetro dos halos foi dependente da concentração do composto no ágar. Uma vez que a 

inibição da síntese de melanina nesta família de fungos está relacionada com a sua virulência e 

resistência à fagocitose18 este resultado mostra que cumarinas são candidatos em potencial para 

otimização molecular visando obter compostos mais potentes para impedir a formação de 

melanina em corpos escleróticos tornando-os mais suscetíveis ao controle do sistema imune inato 

e adaptativo. 

Um outro aspecto observado com cumarinas foi a formação de halos amarelos intensos com 

NC (figura 43D) o que pode estar associado à reação de biorredução do grupo nitro por grupo 

amino uma vez que esta reação também ocorreu em pequena escala no ensaio de aplicação de NC 

como substrato fluorogênico para avaliação de atividade nitrorredutase. Outra possibilidade a ser 

considerada é a alteração do pH em torno da colônia que se torna alcalino promovendo a ruptura 

do anel de pirona e produzindo a formação de cor amarela intensa pela presença do cromóforo 

para-nitrofenóxido (figura 45)66. O diâmetro dos halos foi dependente da concentração de NC 

sendo que um aumento da concentração gerou um aumento no diâmetro do halo até a 

concentração de 4,0x10-4 molL-1, após o que ocorreu decréscimo acentuado no crescimento do 

fungo o que reforça a relação do metabolismo do fungo com a formação dos halos. 
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 Figura 45: Possíveis transformações bioquímicas relacionadas com a formação de halos 

amarelos durante o crescimento de F. pedrosoi ATCC 46428 com 6-nitrocumarina. 
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É possível observar também que, para este fungo, o bloqueio da hidroxila na posição 7 por 

acetilação ou do carbono C4 por metilação diminuem o potencial fungistático semelhante ao 

observado para o bloqueio da hidroxila na posição 6 de cumarina sobre C. albicans, C. 

neoformans, S. cerevisae e A. niger106. 

 Para uma melhor compreensão de possíveis mecanismos de ação das diferentes classes de 

compostos investigados foram aplicados dois métodos de seleção de variáveis para estudos de 

correlação entre estrutura e atividade antifúngica. 
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3.6 CORRELAÇÃO QUANTITATIVA ENTRE ESTRUTURA E ATIVI DADE 

ANTIFÚNGICA DE FENÓIS, ÁCIDOS SALICÍLICOS, 2-FENILB ENZOXAZOLAS E 

CUMARINAS CONTRA F. pedrosoi ATCC 46428 

 

 Os estudos de correlação quantitativa entre estrutura e atividade antifúngica foram 

realizados utilizando duas ferramentas estatíticas: a busca sistemática e o método quimiométrico, 

e dois conjuntos de parâmetros: a) parâmetros teóricos estimados pelo software Hyperchem 6.0 e 

b) parâmetros experimentais (absorbâncias) obtidos a partir de espectros de DRIFTS, ambos 

referentes aos compostos utilizados para determinação da atividade fungistática. Inicialmente 

serão apresentados e discutido os resultados referentes à busca sistemática e posteriormente à 

análise por quimiometria. 

 

 

3.6.1 BUSCA SISTEMÁTICA 

 

 A busca sistemática foi realizada avaliando a correlação entre os diâmetros de CMR e 

algumas propriedades moleculares normalmente utilizadas para avaliação de estudos de SAR e 

QSAR. As variáveis selecionadas foram log P, Refratividade Molar, Polarizabilidade, Energia de 

Hidratação, Área Superficial e Volume Moleculares obtidos por cálculos teóricos utilizando o 

software Hyperchem 6.0 com as geometrias otimizadas. Para fenóis e ácidos salicílicos, em 

virtude da simplicidade dos substituintes (H, NO2, NH2 e NHAc), os valores tabelados de 

parâmetros hidrofóbicos (π), eletrônicos (σp, ℑ, ℜ)  e estéricos (MRs, L, B1, B5) também foram 
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incluídos para a modelagem272. Os valores obtidos para as variáveis descritivas obtidas pelo 

software Hyperchem 6.0 para os compostos utilizados encontram-se na tabela 7. 

 

Tabela 7: Variáveis descritivas dos derivados de fenol, ácido salicílico, 2-fenilbenzoxazol e 

cumarina. 

 Log P RM EH (kcalmol-1) Pol A (Å2) V (Å3) 

F 0,57 32,56 -8,94 11,07 219,62 351,99 

NF -0,24 38,78 -14,75 12,91 277,81 417,95 

AMF -1,15 36,11 -13,96 12,42 221,05 385,53 

ACF -1,32 45,55 -10,46 18,18 298,58 376,31 

AS -0,04 38.56 -11,52 13,63 243,53 425,13 

ANS -0,86 44,78 -17,0 15,47 305,42 491,09 

AAMS -1,76 42,11 -16,26 14,98 249,85 458,49 

AACS -1,93 51,55 -12,91 18,74 331,31 559,5 

FBO 0,82 66,9 -5,56 22,73 293,34 610,72 

HBO -0,21 68,5 -10,54 23,36 286,25 620,89 

HAMBO -1,93 72,05 -15,28 24,71 294,52 654,08 

HACBO -2,1 81,49 -12,46 28,47 352,68 736,98 

HSUBO -2,31 92,39 -13,56 32,86 387,04 835,93 

C 0,32 45,6 -4,28 15,7 242,83 452,77 

NC -0,5 51,82 -10,05 17,54 306,14 518,5 

AMC -1,4 49,15 -9,15 17,05 249,41 486,14 

ACC -1,58 59,59 -6,63 20,8 313,1 571,28 

SUAC -1,78 69,49 -13,27 25,2 402,14 719,15 

U -0,71 47,2 -10,96 16,33 258,03 473,94 

MU -0,56 51,49 -10,02 18,17 290,03 519,86 

AMU -0,77 60,92 -4,99 21,92 336,07 602,7 

 

Na tabela 8 encontram-se os valores tabelados dos parâmetros hidrofóbicos, eletrônicos e 

estéricos dos substituintes H, NO2, NH2 e AcNH de fenóis e ácidos salicílicos. 
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Tabela 8: Parâmetros hidrofóbicos, eletrônicos e estéricos dos substituintes H, NO2, NH2 e 

NHAc selecionados para estudos de correlação em fenóis e ácidos salicílicos. 

 πa σp
b ℑc ℜd  MRse Lf B1

f B5
f 

H 0,0 0,0 0,0 0,0 1,03 2,06 1,0 1,0 

NO2 -0,28 0,78 0,67 0,16 7,36 3,44 1,70 2,44 

NH2 -1,23 -0,66 0,02 -0,68 5,42 2,78 1,35 1,97 

NHAc -0,97 0,0 0,28 -0,26 14,93 5,09 1,35 3,61 

a π: constante lipofílica de Hansch-Fujita; b σp: constante eletrônica de 
Hammett para substituinte em posição para; cℑ: efeito de campo de Swain & 
Lupton; d ℜ: efeito de ressonância de Swain & Lupton; eMRs: refratividade 

molar; fL, B1, B5: Parâmetros STERIMOL. 
 

 

 A escolha da busca sistemática para avaliar modelos de correlação estrutura atividade 

fungistática com estes parâmetros foi devido ao reduzido número de variáveis para serem 

explorados por quimiometria. Esta opção levou a resultados contraditórios com difícil 

interpretação, principalmente, decorrente da baixa correlação entre complexidade estrutural e 

atividade biológica, ocorrendo comportamentos semelhantes entre classes diferentes e 

comportamentos diferentes dentro da mesma classe. 

Os compostos foram separados por classes e a busca sistemática foi aplicada em cada classe 

separadamente. Como o número de compostos por classe foi de 4, 4, 5 e 8 para fenóis, ácidos 

salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas, respectivamente, o número máximo de variáveis 

(descritores) que podem ser obtidas em cada modelo seria de 1, tomando-se como critério a 

proporção de cinco compostos por variável, visando a eliminação do ajuste forçado 

(“overfitting”)9. No caso de fenóis e ácidos salicílicos, o número de compostos encontrou-se 

abaixo do esperado. Entretanto, como a correlação mínima permitida é estabelecida com uma 

variável, a RLM (aqui no caso regressão linear simples) foi realizada assim mesmo. 

Posteriormente optou-se por associar fenóis e ácidos salícílicos numa mesma classe para 
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aumentar o número de compostos e tentar obter-se um modelo de correlação com duas variáveis.  

Usando-se o mesmo critério anterior e dispondo-se de oito cumarinas para o estudo optou-se por 

estabelecer também uma correlação com duas variáveis mesmo com um risco aumentado de 

ajuste forçado. O critério adotado para validar a qualidade de cada modelo foi o valor do 

coeficiente de correlação (R). 

 

 

3.6.1.1 Correlação quantitativa entre estrutura e atividade antifúngica de fenóis 

 

 Na tabela 9 encontram-se os valores de coeficiente de regressão obtidos para correlação 

entre a atividade antifúngica e uma variável independente dos derivados do fenol onde os valores 

em negrito representam a melhor correlação. 

 A execução da busca sistemática ao conjunto de dados das tabelas 1, 3 e 4 para derivados 

fenólicos gerou 84 equações de regressão. Na construção da tabela 4 não foi imposta qualquer 

restrição quanto ao grau de correlação entre as variáveis independentes. Foi escolhida a melhor 

correlação (em negrito) para cada concentração de derivado fenólico utilizado. 

Os modelos demonstram que na região de baixa concentração (5x10-5 molL-1 e 1,0x10-4 

molL-1) a melhor correlação ocorre com a polarizabilidade indicando que a separação de cargas 

na molécula é um fator limitante para a atividade antifúngica. O coeficiente de correlação 

negativo indica que quanto maior a polarizabilidade, menor é o diâmetro médio da colônia para 

estas concentrações e, conseqüentemente, maior é a atividade antifúngica do derivado fenólico. 
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Tabela 9: Valores de R para modelos de regressão de diâmetros de colônia de F. pedrosoi ATCC 

46428 versus concentração de fenóis 4-substituídos (R = H, NO2, NH2 e NHAc) com uma 

variável independente. 

Classe 5,0x10-5  molL-1 1,0x10-4 molL-1 2,0x10-4 molL-1 4,0x10-4 molL-1 8,0x10-4 molL-1 

Log P 0,527 0,733 0,881 0,423 0,563 

MR -0,469 -0,846 -0,965 -0.646 -0,700 

EH -0,603 -0,318 0,224 -0,700 0,723 

Pol -0,656a -0,943a -0,930 -0,447 -0,513 

A -0,156 -0,608 -0,804 -0,778 -0,767 

V 0,230 0,517 0,154 0,164 0,144 

π 0,652 0,753 0,796 0,216 0,370 

σp 0,604 0,261 3,4x10-18 -0,609 -0,473 

MRs -0,503 -0,866 -0,978 -0,623 -0,687 

ℑ 0,556 0,0780 -0,366 -0,919 -0,842 

ℜ 0,533 0,359 0,289 -0,254 -0,096 

L -0,480 -0,853 -0,956 -0,630 -0,681 

B1 0,512 0,047 -0,500 -0,967a -0,956a 

B5 -0,412 -0,809 -0,983a -0,703 -0,764 

a Valores em negrito representam a melhor correlação para a concentração de fenol utilizada. 
 

 Para as concentrações de 2x10-4 molL-1 a 8x10-4 molL-1, as melhores correlações ocorreram 

com parâmetros estéricos de STERIMOL, B1 e B2, sendo que o valor negativo da correlação 

indica que o aumento do volume do substituinte da posição para, e não da molécula como um 

todo, induz menor diâmetro de colônia e, conseqüentemente, maior atividade antifúngica. Este 

resultado leva à suposição de que a inibição do crescimento deve estar sendo controlada por 

interação do fenol com um sítio receptor com elevado espaço e que o aumento do volume do 

substituinte deve estar favorecendo a melhor ocupação deste espaço. 

Fenóis são agentes inespecíficos que rompem a membrana plasmática da célula microbiana 

por coagulação ou desnaturação de proteínas protoplasmáticas, causando a perda de componentes 
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celulares271. A sua eficácia como agente antisséptico é realçada pela presença de grupos 

retiradores de elétrons ligados ao anel aromático, como os halogênios. Derivados fenólicos têm 

demonstrado correlação entre atividade antifúngica e parâmetros hidrofóbicos com modelos 

parabólicos e lineares dependendo do grau de substituição do fenol bem como da natureza do 

fungo274. 

Associando estas informações com os resultados de regressão linear simples obtidos é 

possível que, no caso de F. pedrosoi, os fenóis estejam obstruindo diretamente canais de 

transporte ativo ou o aumento do volume do substituinte pode estar agindo alostericamente, 

alterando a estrutura terciária de alguma proteína transportadora e a sua capacidade de transporte 

de substrato específico. 

 

 

3.6.1.2 Correlação quantitativa entre estrutura e atividade antifúngica de ácidos salicílicos 

 

 Na tabela 10 encontram-se os valores de coeficiente de regressão obtidos para correlação 

entre a atividade antifúngica e uma variável independente para derivados do ácido salicílico. 

 Os modelos demonstram que a melhor correlação entre as variáveis selecionadas é o da 

energia de hidratação para quase todas concentrações testadas com exceção da concentração de 

1x10-4 molL-1. O sinal negativo do coeficiente de correlação indica que substituintes que levam a 

um aumento da energia de hidratação (ou à diminuição da energia liberada durante a solvatação 

da molécula em meio aquoso) levam a uma diminuição do diâmetro do halo da colônia e, 

conseqüentemente, a um aumento da atividade antifúngica. 
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Tabela 10: Valores de R para modelos de regressão de diâmetros de colônia de F. pedrosoi 

ATCC 46428 versus concentração de ácidos salicílicos 5-substituídos (R = H, NO2, NH2, NHAc) 

com uma variável independente. 

Classe 5,0x10-5 molL-1 1,0x10-4 molL-1 2,0x10-4 molL-1 4,0x10-4 molL-1 8,0x10-4 molL-1 

Log P -0,684 -0,272 -0,365 -0,354 -0,162 

RM 0,419 0,643 0,033 0,203 0,028 

EH -0,916a -0,547 -0,984a -0,980a -0,969a 

Pol 0,347 0,533 -0,113 0,094 -0,089 

A 0,376 0,828 -0,032 0,289 0,161 

V 0,408 0,661 -0,043 0,203 0,032 

π -0,547 -0,056 -0,254 -0,180 0,009 

σp 0,048 0,759 0,008 0,331 0,399 

MRsub 0,435 0,609 -0,017 0,200 0,019 

ℑ 0,521 0,972a 0,387 0,695 0,690 

ℜ -0,334 0,454 -0,292 -0,017 0,096 

L 0,387 0,635 -0,068 0,173 -0,0002 

B1 0,866 0,904 0,748 0,938 0,891 

B2 0,524 0,678 0,086 0,308 0,131 

a Valores em negrito representam a melhor correlação para a concentração de ácido salicílico utilizada. 

 

Este resultado reforça a idéia de que o efeito antifúngico deva estar relacionado com a 

interação com a membrana. Ácidos salicílicos com baixa energia de solvatação (menor energia 

liberada durante a solvatação em meio aquoso) são mais lipofílicos e atravessam melhor a 

membrana, alterando a permeabilidade da parede celular o que causa maior toxicidade para a 

célula fúngica. Esta hipótese é reforçada pelos valores de correlação negativos entre os diâmetros 

de colônia e os valores de log P, indicando que quanto maior o log P maior a lipofilicidade do 

derivado de ácido salicílico e menor é o diâmetro da colônia de F. pedrosoi obtida.  

Curiosamente, apesar do log P ser uma variável que normalmente apresenta maior 

correlação principalmente quando o transporte transmembrana é a etapa-chave da resposta 
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biológica273, a presença do grupo carboxila em orto ao grupo fenólico neste caso desloca esta 

correlação para a energia de hidratação. Este fato mostra a importância de avaliar o aumento da 

complexidade molecular a partir de uma estrutura simplificada (no caso o fenol), demonstrando 

que uma pequena modificação estrutural em relação ao protótipo pode levar a uma alteração na 

variável que correlaciona a atividade biológica. Neste caso, porém, esta modificação não altera o 

princípio mecanístico que rege a atividade biológica, pois é possível verificar que tanto log P 

como EH descrevem equilíbrios entre interações hidrofóbicas e hidrofílicas. 

 

 

3.6.1.3 Correlação quantitativa entre estrutura e atividade antifúngica de 2-

fenilbenzoxazolas 

 

 Na tabela 11 encontram-se os valores de coeficiente de regressão (R) obtidos para 

correlação entre a atividade antifúngica e uma variável independente para derivados de 2-

fenilbenzoxazolas. 

Tabela 11: Valores de R para modelos de regressão de diâmetros de colônia de F. pedrosoi 

ATCC 46428 versus concentração de 2-fenilbenzoxazol e 2-(2’-hidroxifenil)benzoxazolas 5’-

substituídas (R = H, NH2, NHAc, NHSuc) com uma variável independente. 

Classe 5,0x10-5 molL-1 1,0x10-4 molL-1 2,0x10-4 molL-1 4,0x10-4 molL-1 8,0x10-4 molL-1 

Log P 0,261a -0,173 -0,234 0,386 -0,202 

RM -0,054 0,307 0,179 0,484 0,516 

EH 0,142 -0,195 0,359a -0,428 0,214 

Pol -0,050 0,309a 0,180 0,486a 0,521a 

A -0,088 0,271 0,101 0,403 0,443 

V -0,062 0,295 0,164 0,473 0,512 
a Valores em negrito representam a melhor correlação para a concentração de 2-fenilbenzoxazola utilizada. 
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Os dados da tabela 11 revelam que há uma baixa correlação entre as variáveis, indicando 

que a atividade antifúngica deve ser multifatorial. Como só foram realizados ensaios com cinco 

derivados benzoxazólicos o máximo permitido pela RLM é uma variável. Para aumentar o 

número de variáveis no modelo de correlação há necessidade de associar esta classe com outras já 

analisadas. 

 

 

3.6.1.4 Correlação quantitativa entre estrutura e atividade antifúngica de cumarinas 

 

Os valores de coeficientes de regressão (R) obtidos para correlação entre a atividade 

antifúngica e uma variável independente para cumarinas encontram-se representados na tabela 12. 

 

Tabela 12: Valores de R para modelos de regressão de diâmetros de colônia de F. pedrosoi 

ATCC 46428 versus concentração de cumarinas 6-substituídas (R = H, NO2, NH2, NHAC, 

NHSuc), 7-substituídas (R = OH) e 4-metil-cumarinas 7-substituídas (R = OH, AcO) com uma 

variável independente. 

Classe 5,0x10-5 molL-1 1,0x10-4 molL-1 2,0x10-4 molL-1 4,0x10-4 molL-1 8,0x10-4 molL-1 

Log P 0,453 0,360 -0,112 -0,142 -0,043 

RM 0,266 0,148 0,417 0,336 -0,200 

EH 0,948a 0,787a 0,610a 0,494a 0,663a 

Pol 0,237 0,178 0,429 0,301 -0,197 

A -0,402 0,069 0,295 0,256 -0,407 

V -0,342 0,094 0,320 0,210 -0,328 

a Valores em negrito representam a melhor correlação para a concentração de cumarina utilizada. 
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Pela análise da tabela acima é possível observar que um bom modelo de previsão do 

diâmetro do halo da colônia de F. pedrosoi para cumarinas depende de uma variável de interação 

com a fase aquosa (EH) e de uma variável hidrofóbica (log P), estérica (RM, A, V) ou de 

polaridade (Pol). Com relação a EH o modelo indica que quanto maior o valor de EH maior é o 

diâmetro do halo da colônia e menor a atividade fungistática. Como EH é negativo, valores muito 

negativos de EH indicam alta liberação de energia de hidratação na fase aquosa ou, aumento da 

hidrofilia, indicando que possivelmente na concentração de 5,0x10-5 molL-1 é necessária uma alta 

hidrofilia para interação com o sítio ativo. Fatores estéricos apresentam correlação negativa com a 

atividade antifúngica sendo mais intensa esta correlação na região de 5,0x10-5 molL-1. 

 Para melhorar a previsão entre os diâmetros das colônias e os parâmetros fisico-químicos 

selecionados foi feita uma correlação com duas variáveis. Teoricamente este procedimento deve 

ser realizado com um mínimo de dez compostos (cinco por parâmetro)276. Neste caso optou-se 

por avaliar as possíveis correlações com duas variáveis apenas para verificar se algum outro 

parâmetro poderia estar associado com os diâmetros de colônia avaliados em função da 

concentração de antifúngico testado principalmente para aquelas concentrações onde o valor de R 

com uma variável foi relativamente baixo (concentrações de 2,0x10-4 molL-1 a 8,0x10-4 molL-1). 

Este procedimento é permitido quando o modelo assim o exige276. 

 Para tanto foram inicialmente calculadas as correlações entre as variáveis as quais se 

encontram representadas na tabela 13. Os dados da tabela demonstram que apenas as associações 

entre EH e as demais variáveis ou entre log P e A podem ser utilizadas em virtude das demais 

combinações originarem valores de R ≥ 0,6276. 
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Tabela 13: Matriz de correlação das variáveis independentes de cumarinas. 

 Log P RM EH Pol A V 

Log P 1 -0,698a 0,489 -0,684a 0,579 -0.669a 

RM  1 -0,264 0,996a 0,965a 0,989a 

EH   1 -0,259 -0,379 -0,360 

Pol    1 0,958a 0,990a 

A     1 0,981a 

V      1 

a Valores em negrito referem-se a combinações de variáveis descartadas por apresentarem  - 0,6  ≥ R  ≥ 0,6. 

 

Uma vez realizada a seleção das variáveis foram então obtidos os valores de R para os 

diversos modelos de correlação entre diâmetros de colônia de F. pedrosoi ATCC 46428 e as 

variáveis selecionadas (tabela 14).  

 

Tabela 14: Valores de R para modelos de regressão de diâmetros de colônia de F. pedrosoi 

ATCC 46428 versus concentração de cumarinas 6-substituídas (R = H, NO2, NH2, NHAC, 

NHSuc), 7-substituídas (R = OH) e 4-metil-cumarinas 7-substituídas (R = OH, AcO) com duas 

variáveis independentes. 

Combinações 

de variáveis 

5,0x10-5 molL-1 1,0x10-4 molL-1 2,0x10-4 molL-1 4,0x10-4 molL-1 8,0x10-4 molL-1 

Log P x A 0,484 0,495 0,121 0,256 0,531 

EH x Log P 0,948 0,787 0,771 0,662 0,785a 

EH x RM 0,948 0,869 0,856 0,692a 0,664 

EH x Pol 0,948 0,881 0,861a 0,665 0,664 

EH x A 0,949a 0,881 0,834 0,689 0,684 

EH x V 0,948 0,884a 0,841 0,646 0,670 

a Valores em negrito representam a melhor correlação para a concentração de cumarina utilizada. 

 

 Pela tabela 14, pode-se verificar que os valores de R para modelos com duas variáveis 

melhoram principalmente para as concentrações que residem na faixa de 1,0x10-4 molL-1 a 
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8,0x10-4 molL-1. Nestas associações, pode-se observar que os melhores valores de R incluem EH 

associada com uma variável que descreve uma propriedade estérica (RM, A, V), eletrônica 

(Polarizabilidade) ou hidrofóbica (log P) dependendo da concentração. A melhora na correlação é 

mais acentuada com as menores concentrações de antifúngico testado indicando que a diminuição 

da concentração de derivados cumarínicos leva a um aumento na seletividade de interações do 

tipo fármaco-receptor. 

 

 

3.6.1.5 Correlação quantitativa entre estrutura e atividade antifúngica de fenóis e ácidos 

salicílicos 

 

 Uma tentativa de correlacionar a atividade antifúngica de fenóis e ácidos salicílicos numa 

mesma equação de regressão com uma variável independente resultou em baixa correlação com 

todas as variáveis investigadas (tabela 15).  

Tabela 15: Valores de R para modelos de regressão de diâmetros de colônia de F. pedrosoi 

ATCC 46428 versus concentração de fenóis e ácidos salicílicos com uma variável independente. 

Classe 0,5x10-4 molL-1 1,0x10-4 molL-1 2,0x10-4 molL-1 4,0x10-4 molL-1 8,0x10-4 molL-1 

Log P 0,207 0,158 0,201 -0.026 0,052 

RM -0,195 -0,022 -0,296 -0.049 -0,081 

EH -0,532a -0,495 -0,361 -0,082 -0,207a 

Pol -0,421 -0,283 -0,451a -0,091 -0,145 

A -0,022 0,089 -0,297 -0,168a -0,135 

V 0,230 0,517a 0,154 0,164 0,144 

a Valores em negrito representam a melhor correlação para a concentração de fenol ou ácido salicílico utilizada. 

Estes dados demonstram que, apesar da grande relação estrututural existente entre as duas 

classes de compostos, mecanismos de inibição de crescimento diferenciados devem estar 
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operando para cada classe o que inviabiliza a modelagem com uma variável dependente, pelo 

menos com número restrito de compostos no conjunto de calibração. 

 Para melhorar esta calibração realizou-se a modelagem com duas variáves. Na tabela 16 

estão representados os valores de R para as diversas variáveis utilizadas na modelagem visando 

identificar variáveis correlacionadas. 

 

Tabela 16: Matriz de correlação das variáveis independentes de fenóis e ácidos salicílicos. 

Combinação 

de variáveis 

Log P RM EH Pol A V 

Log P 1 -0,773a 0,460 -0,762a -0,535 -0,601a 

RM  1 -0,296 0,961a 0,924a 0,801a 

EH   1 -0,109 -0,260 -0,535 

Pol    1 0,862a 0,621a 

A     1 0,722a 

V      1 

a Valores em negrito referem-se a combinações de variáveis descartadas por apresentarem –0,6 ≥ R  ≥ 0,6. 

 

 Pelos valores da tabela pode-se observar que novamente, à semelhança do que foi 

encontrado com os modelos de correlação de cumarinas, as associações que puderam ser 

utilizadas para avaliações de modelos com duas variáveis incluiram EH e as demais variáveis 

bem como log P com A. Na tabela 17 encontram-se os valores de R para estas modelagens. 

Observa-se neste caso uma discreta melhora na correlação para as três concentrações 

menores em que foram testados os compostos quando comparados em relação aos ácidos 

salicílicos, porém ainda inferior quando se comparam com os valores de R obtidos para os 

derivados fenólicos. 
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Tabela 17: Valores de R para modelos de regressão de diâmetros de colônia de F. pedrosoi 

ATCC 46428 versus concentração de fenóis e ácidos salicílicos com duas variáveis 

independentes. 

Combinações 

de variáveis 

5,0x10-5 molL-1 1,0x10-4 molL-1 2,0x10-4 molL-1 4,0x10-4 molL-1 8,0x10-4 molL-1 

Log P x A 0,232 0,258 0,301 0,217a 0,138 

EH x Log P 0,534 0,658a 0,549 0,083 0,265 

EH x RM 0,534 0,525 0,555 0,112 0,349 

EH x Pol 0,645a 0,599 0,611a 0,130 0,267 

EH x A 0,546 0,496 0,542 0,212 0,285 

EH x V 0,536 0,578 0,364 0,165 0,366a 

a Valores em negrito representam a melhor correlação para a concentração de fenol ou ácido salicílico utilizada. 

 

Melhores correlações foram encontradas entre log P x EH para a concentração de (1,0x10-4 

molL-1) e EH x Pol para as concentrações de 5,0x10-5 molL-1 e 2,0x10-4 molL-1. Esta diminuição 

na qualidade dos modelos indica que apesar da homologia entre as classes de fenóis e ácidos 

salicílicos aqui investigadas o mesmo não se reflete quanto ao mecanismo bioquímico de inibição 

do CMR. 

 

 

3.6.1.6 Correlação quantitativa entre estrutura e atividade antifúngica de fenóis, ácidos 

salicílicos e 2-fenilbenzoxazolas 

 

  A associação entre fenóis, ácidos salicílicos e 2-fenilbenzoxazolas leva a menores valores de 

R do que quando se considera apenas a associação entre fenóis e ácidos salicílicos juntos ou as três 

classes de compostos separadamente (tabela 18). 
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Tabela 18: Valores de R para modelos de regressão de diâmetros de colônia de F. pedrosoi 

ATCC 46428 versus concentração de fenóis, ácidos salicílicos e 2-fenilbenzoxazolas com uma 

variável independente. 

Classe 5,0x10-5 molL-1 1,0x10-4 molL-1 2,0x10-4 molL-1 4,0x10-4 molL-1 8,0x10-4 molL-1 

Log P -0,244 0,010 5,2x10-5 -0,161 -0,026 

RM -0,376 -0,254 -0,345 -0,060 -0,137 

EH -0,363 -0,386a -0,423a -0,255a -0,258a 

Pol -0,432a -0,275 -0,365 -0,055 -0,134 

A -0,232 -0,059 -0,282 -0,049 -0,068 

V -0,255 -0,126 -0,253 -0,013 -0,058 

a Valores em negrito representam a melhor correlação para a concentração de fenol ,  ácido salicílico ou 2-fenilbenzoxazola utilizada. 

 

 Desconsiderando-se as associações entre as variáveis altamente correlacionadas (tabela 19) 

foram calculados os valores de R com duas variáveis para este conjunto de compostos (tabela 20). 

Com duas variáveis observa-se uma melhora para a correlação dos diâmetros das colônias com a 

concentração do antifúngico principalmente para as concentrações de 5,0x10-5 molL-1 a 2,0x10-4 

molL-1. 

 

Tabela 19: Matriz de correlação das variáveis independentes de fenóis, ácidos salicílicos e 2-

fenilbenzoxazolas. 

 Log P RM EH Pol A V 

Log P 1 -0,441 0,629a -0,492 -0,579 -0,472 

RM  1 0,092 0,993a 0,818a 0,975a 

EH   1 0,092 -0,098 -0,013 

Pol    1 0,849a 0,959a 

A     1 0,831a 

V      1 

a Valores em negrito referem-se a combinações de variáveis descartados por apresentarem –0,6 ≥ R ≥ 0,6. 
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Tabela 20: Valores de R para modelos de regressão de diâmetros de colônia de F. pedrosoi 

ATCC 46428 versus concentração de fenóis, ácidos salicílicos e 2-fenilbenzoxazolas com duas 

variáveis independentes. 

Combinações 

de variáveis 

5,0x10-5 molL-1 1,0x10-4 molL-1 2,0x10-4 molL-1 4,0x10-4 molL-1 8,0x10-4 molL-1 

Log P x RM 0,592 0,278 0,384 0,217 0,167 

Log P x Pol 0,679a 0,310 0,419 0,223 0,171 

Log P x A 0,519 0,066 0,346 0,237 0,105 

Log P x V 0,486 0,137 0,286 0,190 0,084 

EH x RM 0,500 0,444 0,523 0,258 0,282a 

EH x Pol 0,540 0,455a 0,535a 0,257 0,281 

EH x A 0,452 0,398 0,533 0,266a 0,275 

EH x V 0,446 0,408 0,496 0,256 0,265 

a Valores em negrito representam a melhor correlação para a concentração de fenol, ácido salicílico ou 2-fenilbenzoxazola utilizada. 

 

Pode ser observado que para a concentração de 5,0x10-5 molL-1 a melhor combinação de 

variáveis relaciona log P e Polarizabilidade como aquelas que levam à melhor correlação entre os 

diâmetros medidos e a natureza dos diversos derivados de fenóis, ácidos salicílicos e 2-

fenilbenzoxazolas. Nas demais concentrações, apesar de menores valores de R predominam 

aquelas associações que incluem a propriedade EH. Os valores de R sugerem que mais variáveis 

devem ser incluídas no modelo para que se possa ter uma melhor correlação entre os diâmetros e 

as classes de compostos associadas. 

 

 

 

 

3.6.1.7 Correlação quantitativa entre estrutura e atividade antifúngica de fenóis, ácidos 

salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas 
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Uma tentativa final de correlacionar o conjunto de compostos testados, incluindo as 

cumarinas, com uma variável demonstra a baixa qualidade dos modelos de correlação entre 

diâmetro de colônia e parâmetros estruturais dos compostos em estudo (tabela 21). 

 

Tabela 21: Valores de R para modelos de regressão de diâmetros de colônia de F. pedrosoi 

ATCC 46428 versus concentração de fenóis, ácidos salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas 

com uma variável independente. 

Classe 5,0x10-5 molL-1 1,0x10-4 molL-1 2,0x10-4 molL-1 4,0x10-4 molL-1 8,0x10-4 molL-1 
Log P 0,284 0,122a -0,035 -0,156a -0,350a 

RM -0,296 -0,115 -0,220 -0,024 -0,140 

EH 0,098 0,070 -0,237a -0,100 -0,101 

Pol -0,328a -0,113 -0,222 -0,019 -0,140 

A -0,321 -0,009 -0,126 -0,010 -0,160 

V -0,262 -0,049 -0,150 -0,035 -0,105 

a Valores em negrito referem-se a combinações de variáveis descartados por apresentarem –0,6 ≥ R ≥ 0,6. 

 

 A inclusão de duas variáveis nos modelos de correlação após desconsiderar as variáveis 

correlacionadas (tabelas 22 e 23) não melhora substancialmente os valores de R indicando que 

apesar dos compostos apresentarem uma região em comum (o grupo fenoxi para-substituído), 

este não está relacionado da mesma maneira com os diâmetros de colônia obtidos e que o 

aumento da complexidade estrutural compromete a qualidade dos modelos obtidos.  
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Tabela 22: Matriz de correlação das variáveis independentes de fenóis, ácidos salicílicos, 2-

fenilbenzoxazolas e cumarinas. 

 Log P RM EH Pol A V 

Log P 1 -0,471 0,516 -0,519 -0,556 -0,504 

RM  1 0,013 0,993a 0,785a 0,971a 

EH   1 0,008 -0,117 -0.06 

Pol    1 0,820a 0,961a 

A     1 0,837a 

V      1 

a Valores em negrito referem-se a combinações de variáveis descartados por apresentarem –0,6 ≥ R ≥ 0,6. 

 
 

Tabela 23: Valores de R para modelos de regressão de diâmetros de colônia de F. pedrosoi 

ATCC 46428 versus concentração de fenóis, ácidos salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas 

com duas variáveis independentes. 

Combinações 

de variáveis 

5,0x10-5 molL-1 1,0x10-4 molL-1 2,0x10-4 molL-1 4,0x10-4 molL-1 8,0x10-4 molL-1 

Log P x RM 0,338 0,138 0,270 0,191 0,492 

Log P x EH 0,290 0,122 0,258 0,158 0,362 

Log P x Pol 0,354a 0,135 0,283 0,195a 0,514 

Log P x A 0,345 0,141a 0,178 0,181 0,552a 

Log P x V 0,316 0,122 0,197 0,164 0,478 

EH x RM 0,313 0,135 0,321 0,103 0,172 

EH x Pol 0,343 0,133 0,323a 0,102 0,172 

EH x A 0,327 0,070 0,283 0,100 0,200 

EH x V 0,275 0,083 0,288 0,104 0,150 

a Valores em negrito representam a melhor correlação para a concentração de fenol, ácido salicílico, 2-fenilbenzoxazola ou cumarina 
utilizada. 

 

 Para melhorar a qualidade dos modelos de correlação entre diâmetros de colônia e 

concentração de antifúngico seria necessário maior número de variáveis o que se torna difícil no 

caso de parâmetros fisico-químicos gerados a partir do Hyperchem uma vez que as variáveis Pol, 
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A, V e RM passam a apresentar correlação elevada pelo menos entre as quatro classes de 

compostos aqui trabalhadas dispondo-se de poucas variáveis para melhorar a qualidade dos 

modelos com três ou mais variáveis.  

Uma possibilidade para resolver este problema seria encontrar diferentes modelos de 

correlação entre os diâmetros de colônias de F. pedrosoi ATCC 46428 obtidos e a concentração 

de compostos antifúngicos, pelo menos para as quatro classes de compostos em questão, 

utilizando uma fonte de maior diversidade de variáveis. Uma proposta seria utilizar as 

freqüências geradas pelos espectros de infravermelho dos diversos compostos utilizados neste 

experimento à semelhança do que já vem sendo utilizado em outras correlações com propriedades 

biológicas. 

Utilizando a região do IVM (3800-600 nm) é possível obter cerca de 1685 freqüências 

para cada espectro de absorção de cada composto o que gera uma fonte de grande diversidade de 

informação para correlações com a propriedade biológica aqui desejada (diâmetro de colônia).  

Por outro lado, a manipulação estatística de tão grande conjunto de variáveis 

independentes se torna inviável mesmo por tratamento computacional utilizando-se a busca 

sistemática9. Para este caso seria mais adequada a utilização de métodos quimiométricos como 

será visto a seguir. 
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3.6.2 MÉTODOS QUIMIOMÉTRICOS 

 

A metodologia empregando métodos quimiométricos baseou-se na aplicação de seleção de 

freqüências dos espectros de DRIFT seguido por modelagem destas freqüências selecionadas 

utilizando PLS. A seleção de freqüências seguiu um critério baseado nas classes de movimentos 

moleculares passíveis de serem encontrados ao longo do espectro de IV em função da estrutura 

dos compostos utilizados, partindo-se da utilização do espectro total (3800-600 cm-1). 

Como a estrutura base dos compostos contém um anel aromático associado ou não ao 

núcleo benzoxazólico ou cumarínico, a divisão das faixas espectrais foi primeiramente 

direcionada em função das bandas de absorção encontradas em núcleos aromáticos322-325. Faixas 

adicionais foram incluídas considerando-se também a natureza dos anéis heterocíclicos de 

benzoxazola e de cumarina e, por fim, a natureza dos substituintes ligados ao anel de fenila ou 

aos anéis heterocíclicos, caso não tenham sido contemplados em outras faixas espectrais. 

As regiões espectrais que foram selecionadas para estudos de correlação estrutura-

atividade antifúngica por PLS são 900-600 cm-1, 1100-900 cm-1, 1300-1100 cm-1, 1460-1330 cm-

1, 1550-1400 cm-1, 1650-1550 cm-1, 1800-1650 cm-1, 3150-2850 cm-1, 3800-3150 cm-1 e os 

movimentos associados a cada faixa encontram-se descritos na tabela 30 (Apêndice B). 

Modificações (extensões ou contrações ou combinações) das regiões acima delimitadas foram 

realizadas quando necessário visando otimizar a qualidade dos modelos de validação.  

A qualidade dos modelos de validação foi avaliada comparando-se inicialmente o valor do 

coeficiente de correlação (rVal), o erro padrão de validação (SEV), a soma dos quadrados dos 

desvios entre valor observado e valor previsto (PRESS) e a porcentagem de variância acumulada. 

(RVA) e o número de fatores (Componentes Principais) associados a estes valores. O coeficiente 
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de correlação foi considerado o critério inicial para aceitação ou rejeição de modelo sendo aceitos 

apenas modelos de PLS com rVal ≥ 0,99. O segundo critério de seleção foi o valor do SEV sendo 

selecionados modelos com menor valor de SEV, seguido pelo menor valor de PRESS e maior 

valor de variância acumulada. 

 

3.6.2.1 Aplicação de DRIFTS na previsão de atividade antifúngica de fenóis e ácidos 

salicílicos contra F. pedrosoi ATCC 46428 

 

 Nas figuras 46, 47, 48 e 49 encontram-se as representações dos parâmetros SEV, PRESS, 

rVal e VRA para o conjunto de fenóis e ácidos salicílicos estudados. Uma observação inicial nas 

curvas da figura 46 revela que os valores de SEV apresentaram maiores variações quando foram 

utilizadas maiores concentrações dos derivados (4,0x10-4 molL-1 e 8,0x10-4 molL-1). Porém, nas 

várias condições testadas foi possível atingir valores reduzidos de SEV (muito próximos a 0,1) 

com alternância entre as diferentes regiões espectrais. A maior parte dos modelos gerados com as 

diferentes regiões espectrais apresentaram gráficos de SEV com maior variação nos primeiros três 

fatores estabilizando a partir do 4º fator para os melhores modelos associados a rVal ≥ 0,99. As 

regiões espectrais que originaram modelos com estas características foram 1300-900 cm-1, 2000-

1800 cm-1, 900-600 cm-1, (2000-1800) + (900-600) cm-1 e 2050-1800 cm-1. 

As curvas de PRESS (Figura 47) também apresentaram uma variação maior com o 

aumento do número de fatores para as concentrações de 4,0x10-4 molL-1 e 8,0x10-4 molL-1 

acompanhando as variações de SEV sendo que dos menores valores de PRESS foram obtidos 

com as regiões espectrais de 1300-900 cm-1, 2000-1800 cm-1, 900-600 cm-1, (2000-1800) + (900-

600) cm-1 e 2050-1800 cm-1. 
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 Figura 46: Curvas de SEV de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de fenóis e de ácidos salicílicos contra F. pedrosoi ATCC 46428. 
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 Figura 47: Curvas de PRESS de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de fenóis e de ácidos salicílicos contra F. pedrosoi ATCC 46428. 
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 Figura 48: Curvas de rVal de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de fenóis e de ácidos salicílicos contra F. pedrosoi ATCC 46428. 
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 Figura 49: Curvas de VRA de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de fenóis e de ácidos salicílicos contra F. pedrosoi ATCC 46428. 
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os melhores valores de rVal. Valores com rVal ≥ 0,99 foram obtidos com quatro a sete fatores 

dependendo da região espectral selecionada.  

Os modelos de validação com melhores valores de rVal, com quatro fatores, foram 

aqueles obtidos com as regiões espectrais de 2000-1800 cm-1, 1300-900 cm-1, 900-600 cm-1, e 

(2000-1800) + (900-600) cm-1 . Estes modelos foram também os que apresentaram os menores 

valores de VRA com o aumento de número de fatores, indicando que a variância estava bem 

distribuída entre as componentes principais geradas. 

A escolha das regiões que originaram os melhores modelos de validação para as diferentes 

concentrações pode ser acompanhada pela tabela 24. 

Uma comparação da tabela 24 associada com as figuras 46, 47, 48 e 49 permite estabelecer 

algumas considerações. Enquanto que a utilização do conjunto completo de freqüências - 3800-

600 cm-1 - originou modelos de calibração via PLS necessitando de sete componentes principais 

para alcançar um rVal ≥ 0,99, as regiões espectrais otimizadas de 1300-900 cm-1 e 2000-1800 cm-

1 geraram modelos com características semelhantes em termos de SEV, PRESS e rVal, 

necessitando apenas de quatro fatores. 

A otimização de parâmetros estatísticos como rVal e número de fatores com seleção de 

faixas espectrais menores (1300-900 cm-1 e 2000-1800 cm-1), dentro do conjunto completo de 

freqüências, se contrapõe à idéia que se tem de que quanto maior o número de variáveis latentes 

(freqüências de infravermelho, neste caso) maior a possibilidade de correlação com os valores da 

resposta biológica (diâmetro de colônia/atividade antifúngica). Esta conclusão já tem sido 

observado em outras situações de análise multivariada em QSAR10,280 e demonstra importância 

de se buscar um subconjunto de variáveis que apresentem melhor correlação com a resposta 

biológica desejada9. 
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Tabela 24: Parâmetros de validação cruzada de modelos preditivos otimizados de PLS de 

DRIFTS e atividade antifúngica de fenóis e de ácidos salicílicos contra F. pedrosoi ATCC 46428.  

Região Espectral (cm-1)  5,0x10-5 
molL-1 

1,0x10-4 

molL-1 
2,0x10-4 

molL-1 
4,0x10-4 

 molL-1 
8,0x10-4 
molL-1 

 
3800-600 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

7 
95,485 
0,103 
0,257 
0,994 

7 
95,019 
0,084 
0,171 
0,992 

7 
96,007 
0,086 
0,178 
0,996 

7 
95,732 
0,146 
0,513 
0,996 

6 
91,045 
0,253 
1,536 
0,992 

 
900-600 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

6 
94,975 
0,105 
0,263 
0,994 

6 
94,468 
0,075 
0,135 
0,994 

5 
84,696 
0,119 
0,341 
0,991 

4 
81,326 
0,197 
0,933 
0,993 

3 
69,538 
0,277 
1,843 
0,991 

1300-900 Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

4 
71,470 
0,095 
0,219 
0,995 

4 
74,206 
0,070 
0,119 
0,995 

4 
71,961 
0.093 
0,209 
0,995 

4 
74,560 
0,151 
0,548 
0,996 

4 
75,504 
0,185 
0,820 
0,996 

 
2000-1800 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

4 
82,437 
0,093 
0,207 
0,995 

4 
83,747 
0,071 
0,122 
0,994 

4 
84,443 
0,073 
0,127 
0,997 

4 
83,594 
0,191 
0,880 
0,993 

4 
93,344 
0,273 
1,794 
0,991 

 
2050-1800 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

5 
90,104 
0,076 
0,137 
0,997 

4 
80,800 
0,073 
0,128 
0,994 

5 
94,746 
0,055 
0,072 
0,998 

5 
93,979 
0,146 
0,512 
0,995 

5 
94,351 
0,181 
0,790 
0,996 

2000-1800, 900-600 Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

4 
81,199 
0,132 
0,421 
0,991 

5 
91,871 
0,066 
0,104 
0,995 

3 
73,110 
0,128 
0,392 
0,990 

7 
97,672 
0,257 
1,584 
0,987 

6 
95,778 
0,306 
2,242 
0,989 

VRA: Variância acumulada; SEV: Erro padrão de validação; PRESS: soma dos quadrados dos desvios entre valor observado e valor 
previsto; rVal: Coeficiente de correlação de validação cruzada. Ponto de corte rVal ≥ 0,99. 
 

 

No caso em estudo, considerando-se que 1685 freqüências de IVM estavam disponíveis 

para correlação, apenas um némero reduzido destas é necessário para a obtenção de modelos com 

boa capacidade preditiva (104 para a região de 2000-1800 cm-1 e 209 para a região de 1300-900 

cm-1).  
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Dentro desta mesma linha de raciocínio, nem sempre a associação de bandas otimizadas 

origina modelos com melhores parâmetros de validação. Este comportamento pode ser visto 

comparando-se a qualidade da associação das regiões 900-600 cm-1 e 2000-1800 cm-1 com as 

mesmas regiões separadamente. Para baixas concentrações de compostos diluídos no ágar, a 

associação destas duas regiões espectrais melhora a qualidade do modelo em relação a uma das 

faixas isoladamente conforme pode ser visto para a concentração de 2,0x10-4 molL-1 dos 

derivados selecionados, já que diminui-se um fator necessário para alcançar um rVal ≥ 0,99. Para 

as concentrações de 5,0x10-5 molL-1 e 1,0x10-4 molL-1 a qualidade da associação melhora para a 

região de 900-600 cm-1 e piora para a região de 2000-1800 cm-1. Para as concentrações acima de 

2,0x10-4 molL-1 a qualidade dos modelos gerados fica sensivelmente inferior àquelas obtidas com 

as regiões espectrais isoladas sendo necessário maior número de fatores para alcançar um valor de 

rVal ≥ 0,99. 

Também, um pequeno aumento da região de 2000-1800 cm-1 em direção a maiores 

energias vibracionais, como no caso de 2050-1800 cm-1, não necessariamente melhora a 

qualidade do modelo. 

Comparando-se as regiões espectrais otimizadas, verifica-se que apesar do aumento da 

complexidade molecular entre fenóis e ácidos salicílicos pela introdução de um grupamento 

carboxila, as freqüências que melhor se correlacionam com a atividade biológica em questão são 

àquelas que descrevem movimentos vibracionais associados com a estrutura do anel aromático 

(900-600 cm-1 e 1300-900 cm-1) ou com o grau de substituição deste anel (2000-1800 cm-1).  A 

presença de um grupamento carboxila nos ácidos salicílicos não influencia nesta correlação, 

muito pelo contrário, pois como pode ser visto na figura 47, a região espectral que inclui a 

absorção da carbonila - 2000-1650 cm-1 - encontra-se entre os modelos com menores valores de 
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rVal somente alcançando o valor mínimo de 0,99 para as concentrações de 5,0x10-5 molL-1 e 

2,0x10-4 molL-1 e com sete fatores. Estes resultados podem ser explicados considerando-se que 

bandas com intensa absorção, como a deformação axial de ligação C=O, não obedecem à lei de 

Lambert-Beer, o que leva a um desajuste do modelo. 

 O número de freqüências necessárias para gerar modelos com capacidade preditiva 

otimizada varia conforme a região do espectro selecionada, sendo a de 2000-1800 cm-1 aquela 

com menor número capaz de permitir ótimos valores de correlação entre absorção no IVM de 

fenóis e ácidos salicílicos e a atividade antifúngica. A região de impressão digital - 1300-900 cm-1 

- por sua vez, necessita de maior número de freqüências para descrever a atividade biológica 

observada indicando que as informações associadas a cada derivado de fenol ou ácido salicílico 

selecionado para o estudo, encontram-se distribuídas em maior número de movimentos 

vibracionais incluindo deformações axiais de ligações C-O e O-H. 

A região de 900-600 cm-1 concentra movimentos de deformação angulares fora do plano 

de ligações C=C e C-H aromáticas322,323. A informação desta região sobre os movimentos de 

deformação angular fora do plano de ligação C-H - 800-700 cm-1 - diminui a qualidade dos 

modelos obtidos (figura 48) indicando a necessidade de se conhecer também informações sobre o 

esqueleto de carbonos dos compostos em questão. Esta informação é mais representativa na 

região de 2000-1800 cm-1 onde bandas de combinação e harmônicas, apesar de apresentarem 

menor intensidade, carregam informações mais completas e mais compactas sobre as estruturas 

dos compostos em questão. 

A visualização do conjunto de espectros de absorção de IV nesta região e a comparação 

com os vetores de regressão dos modelos preditivos via PLS para as cinco concentrações testadas 

encontra-se representados nas figuras 50 e 51, respectivamente. 
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 Figura 50: Perfil de absorbância de espectros de infravermelho de fenóis e de ácidos 

salicílicos na região de 2000-1800 cm-1. 
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 Figura 51: Vetores de regressão de PLS de fenóis e de ácidos salicílicos com freqüências 

na região de 2000-1800 cm-1. 

 

 Pode ser observado que os escores das freqüências mudam conforme aumenta a 

concentração do derivado de fenol ou de ácido salicílico. As freqüências com escores negativos 

são aquelas que contribuem para a diminuição do valor do diâmetro do halo da colônia e para 
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aumento da atividade antifúngica, ocorrendo o contrário para freqüências com escores positivos. 

Observa-se que à medida que a concentração da droga aumenta, ocorre um rearranjo do conjunto 

de escores para o conjunto de freqüências utilizados, de maneira que para as maiores 

concentrações, os vetores são muito semelhantes. 

 

 

3.6.2.2 Aplicação de DRIFTS na previsão de atividade antifúngica de 2-fenilbenzoxazolas 

contra F. pedrosoi ATCC 46428 

 

 
As curvas de parâmetros de modelagem preditiva de 2-fenilbenzoxazolas e IVM 

encontram-se nas figuras 52, 53, 54 e 55. Uma comparação inicial entre as curvas de SEV, 

PRESS e rVal de 2-fenilbenzoxazolas e de fenóis e ácidos salicílicos demonstra que os primeiros 

apresentam modelos com qualidades superiores com menor valor de SEV e PRESS e valores de 

rVal ≥ 0,99 já com três fatores para a maior parte das regiões espectrais analisadas. 

As curvas de SEV apresentaram maiores variações quando foram utilizadas maiores 

concentrações dos derivados (2,0x10-4 molL-1, 4,0x10-4 molL-1 e 8,0x10-4 molL-1). Na grande 

maioria das regiões espectrais investigadas foi possível obter valores de SEV na faixa de 0,02 a 

0,05 já com três fatores para a concentração de 5x10-5molL-1 e na faixa de 0,1-0,05 para as 

demais concentrações. As regiões espectrais que originaram modelos com estas características 

foram 900-600 cm-1, 800-700 cm-1, 1300-900 cm-1, 1300-1100 cm-1, 1260-1150 cm-1, 1460-1330 

cm-1, (1300-1100) + (900-600) cm-1 e (2000-1800) + (900-600) cm-1. De maneira geral a região 

que apresentou melhores correlações com todas as concentrações trabalhadas foi a de 800-700 

cm-1. 
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 Figura 52: Curvas de SEV de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de 2-fenilbenzoxazolas contra F. pedrosoi ATCC 46428. 
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 Figura 53: Curvas de PRESS de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de 2-fenilbenzoxazolas contra F. pedrosoi ATCC 46428. 
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 Figura 54: Curvas de rVal de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de 2-fenilbenzoxazolas contra F. pedrosoi ATCC 46428. 
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Figura 55: Curvas de VRA de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de 2-fenilbenzoxazolas contra F. pedrosoi ATCC 46428. 
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As curvas de PRESS (figura 53) também apresentaram uma variação maior com o 

aumento do número de fatores para as concentrações de 2,0x10-4 molL-1 a 8,0x10-4 molL-1, 

acompanhando as variações de SEV, sendo que os menores valores de PRESS foram obtidos com 

as regiões espectrais já descritas para os valores de SEV. 

As curvas de rVal (figura 54) mostraram comportamento semelhante entre as cinco 

concentrações dos derivados avaliadas com pouca variação nas regiões espectrais que induziram 

os melhores valores de rVal. Valores com rVal ≥ 0,99 foram obtidos com três a quatro fatores na 

maioria das regiões espectrais selecionadas. Os piores valores de rVal foram obtidos nas regiões 

de 1650-1550 cm-1, 1800-1650 cm-1 (dados não apresentados) e 2000-1650 cm-1. Modelos de 

validação com valores de rVal ≥ 0,99 e com três fatores foram obtidos com as regiões espectrais 

de 900-600 cm-1, 800-700 cm-1, 1300-900 cm-1, 1300-1100 cm-1, 1260-1150 cm-1 e  (1300-1100) 

+ (900-600) cm-1, sendo que o modelo referente à região espectral de 800-700 cm-1 apresentou os 

maiores valores de VRA. 

Na tabela 25 estão apresentados os dados de SEV, PRESS, rVal e de VRA das regiões que 

originaram os melhores modelos de validação para as diferentes concentrações tendo-se como 

ponto de corte o primeiro fator que originou um rVal ≥ 0,99.  

Comparando-se com os modelos de validação cruzada de PLS otimizados de fenóis e 

ácidos salicílicos, observa-se para as 2-fenilbenzoxazolas uma melhor qualidade nos modelos 

com menores valores de SEV, PRESS e de número de fatores para rVal ≥ 0,99. Novamente a 

seleção de regiões espectrais leva a melhores modelos de validação que a utilização do conjunto 

completo de freqüências, indicando que determinados movimentos moleculares apresentam altas 

correlações com a atividade antifúngica. Estes movimentos incluem a deformação angular fora do 
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plano de ligação C-H aromático, e movimentos associados de deformação axial de ligações C-O e 

O-H com grupos adjacentes. 

 

Tabela 25: Parâmetros de validação cruzada de modelos preditivos otimizados de PLS de 

DRIFTS e atividade antifúngica de 2-fenilbenzoxazolas contra F. pedrosoi ATCC 46428.  

Região Espectral (cm-1)  5,0x10-5 

 molL-1 
1,0x10-4 

molL-1 
2,0x10-4 

molL-1 
4,0x10-4 

molL-1 
8,0x10-4 

molL-1 
 
3800-600 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

5 
97,199 
0,066 
0,065 
0,995 

4 
84,541 
0,134 
0,269 
0,994 

5 
97,269 
0,130 
0,255 
0,996 

4 
91,657 
0,206 
0,636 
0,990 

4 
92,027 
0,223 
0,745 
0,993 

 
900-600 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

3 
76,214 
0,045 
0,030 
0,997 

4 
98,601 
0,092 
0,128 
0,997 

4 
98,663 
0,104 
0,162 
0,997 

4 
98,606 
0,110 
0,183 
0,997 

3 
90,947 
0,149 
0,333 
0,997 

 
800-700 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

3 
95,990 
0,055 
0,046 
0,996 

3 
95,852 
0,130 
0,252 
0,993 

3 
96,016 
0,096 
0,139 
0,998 

3 
96,132 
0,065 
0,064 
0,999 

4 
99,864 
0,084 
0,107 
0,998 

 
1300-900 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

3 
90,014 
0,054 
0,044 
0,996 

3 
88,109 
0,124 
0,231 
0,994 

3 
89,161 
0,123 
0,226 
0,996 

3 
89,967 
0,139 
0,291 
0,996 

3 
79,286 
0,223 
0,743 
0,993 

 
1300-1100 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

3 
89,415 
0,030 
0,013 
0,999 

3 
84,339 
0,120 
0,216 
0,994 

3 
84,983 
0,107 
0,172 
0,997 

3* 
82,511 
0,120 
0,581 
0,997 

3 
89,698 
0,220 
0,724 
0,992 

 
1260-1150 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

3 
87,398 
0,045 
0,030 
0,997 

3 
66,960 
0,074 
0,082 
0,998 

3* 
65,646 
0,055 
0,046 
0,999 

3 
80,964 
0,120 
0,217 
0,997 

3* 
83,595 
0,104 
0,162 
0,999 

1300-1100, 900-600 Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

3* 
76,228 
0,022 
0,007 
0,999 

3 
75,745 
0,072 
0,078 
0,999 

3* 
75,627 
0,074 
0,081 
0,999 

3* 
75,689 
0,092 
0,128 
0,998 

3* 
75,612 
0,145 
0,314 
0,997 

VRA: Variância acumulada; SEV: Erro padrão de validação; PRESS: soma dos quadrados da diferença entre valor observado e 
valor previsto; rVal: Coeficiente de correlação de validação cruzada.* Fator anterior já apresenta rVal ≥ 0,99. 
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A importância da contribuição da deformação angular fora do plano de ligação C-H 

aromática pode ser vista comparando-se as regiões espectrais de 900-600 cm-1 e 800-700 cm-1. A 

primeira região gera modelos de validação com quatro fatores para as concentrações de 1,0x10-4 

molL-1 a 4,0x10-4 molL-1 e três fatores para as concentrações de 5,0x10-5 molL-1 e 8,0x10-4 molL-1. 

Quando esta região é reduzida para 800-700 cm-1, observa-se que todas as concentrações passam 

se representadas por modelos de validação com três fatores.  

Comportamento semelhante, mas não tão evidente, observa-se quando se contrai a região 

de 1300-900 cm-1 para 1300-1100 cm-1, onde se observa uma discreta melhora nos valores de 

SEV, PRESS e rVal com diminuição de um fator para a concentração de 4,0x10-4 molL-1 

necessário para alcançar um rVal mínimo (F=2; VRA=56,946 %; SEV=0,197; PRESS=0,580; 

rVal=0,990). Entretanto, foram apresentados na tabela 26, para fins de comparação, os valores de 

VRA, SEV, PRESS e rVal com três fatores. Uma redução maior desta região para a faixa de 

1260-1150 cm-1, tentando centrar o conjunto de freqüências sobre a deformação axial de C-O, 

produz um melhor conjunto de parâmetros de validação para as concentrações de 1,0x10-4 molL-1 

a 8,0x10-4 molL-1, comprometendo a qualidade da concentração de 5,0x10-5 molL-1. 

A associação das regiões de 1300-1100 cm-1 e 900-600 cm-1 causa considerável melhora 

nos valores de SEV, PRESS e rVal para todas as concentrações avaliadas, porém diminui o valor 

de VRA sugerindo que no processo de exclusão de uma amostra parte da informação necessária 

para predizer a atividade antifúngica é perdida. Também se observa que há uma redução de três 

para dois fatores necessários para alcançar o rVal mínimo de 0,99 em quase todas as 

concentrações exceto para 1,0x10-4 molL-1 indicando que este grupo de movimentos descreve 

bem a atividade antifúngica na faixa de concentrações testadas.  
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A partir deste modelo otimizado pode-se verificar que, no caso de 2-fenilbenzoxazolas 5’-

substituídas, o aumento da complexidade molecular em relação a fenóis 4-substituídos e ácidos 

salicílicos 5-substituídos desloca a região de maior correlação com a atividade antifúngica sobre 

F. pedrosoi ATCC46428 do radical fenila para o núcleo benzoxazólico, onde estão evidenciadas 

duas ligações C-O. Bandas de absorção relacionadas com o grupo OH na posição 2’ e com 

radicais NH2 e NHCOR na posição 5’ do radical fenila não são tão importantes, uma vez que 

regiões espectrais relacionadas com estes grupamentos geram modelos de validação de qualidade 

inferior. 

Efeitos estéricos gerados por estes grupos também se enquadram nesta categoria uma vez 

que a região de harmônicas e bandas de combinação (2000-1800 cm-1) também gera modelos com 

maior número de fatores necessários para alcançar um rVal mínimo. A diferença observada na 

atividade antifúngica destes compostos em relação a estes substituintes parece estar mais 

relacionada com efeitos eletrônicos transferidos para movimentos vibracionais angulares fora do 

plano de ligação C-H - que tanto pode ser do anel de fenila, como do anel benzênico do núcleo 

benzoxazólico - e sobre o sistema C-O-C do anel oxazólico. 

 Visando obter uma melhor otimização das informações referentes às duas regiões de 1300-

1100 cm-1 e 900-600 cm-1 foram feitas subdivisões destas regiões, tentando separar alguns 

movimentos vibracionais específicos, e avaliada a qualidade dos novos modelos gerados. Na 

tabela 26, podem ser visualizados os resultados de modelos preditivos otimizados para 

determinação da atividade antifúngica de 2-fenilbenzoxazolas contra F. pedrosoi ATCC 46428 

nestas condições. 
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Tabela 26: Parâmetros de validação cruzada de modelos preditivos otimizados de PLS entre 

DRIFTS e atividade antifúngica de 2-fenilbenzoxazolas contra F. pedrosoi ATCC 46428 nas 

regiões de 1260-1150 cm-1 e 800-700 cm-1. 

Região Espectral (cm-1)  5,0x10-5 
 molL-1 

1,0x10-4 

molL-1 
2,0x10-4 

molL-1 
4,0x10-4 

molL-1 
8,0x10-4 

molL-1 
 
800-700 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

3 
95,990 
0,055 
0,046 
0,996 

3 
95,852 
0,130 
0,252 
0,993 

3 
96,016 
0,096 
0,139 
0,998 

3 
96,132 
0,065 
0,064 
0,999 

4 
99,864 
0,084 
0,107 
0,998 

 
750-700 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

3 
88,156 
0,081 
0,097 
0,991 

3 
91,575 
0,139 
0,292 
0,992 

3 
91,739 
0,194 
0,562 
0,991 

3 
91,518 
0,175 
0,461 
0,993 

3 
89,539 
0,244 
0,893 
0,991 

 
800-750 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

3* 
80,812 
0,072 
0,076 
0,993 

4 
99,822 
0,071 
0,076 
0,998 

4 
99,822 
0,084 
0,105 
0,998 

3* 
96,858 
0,082 
0,101 
0,998 

4 
99,822 
0,093 
0,131 
0,999 

 
1260-1150 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

3 
87,398 
0,045 
0,030 
0,997 

3 
66,960 
0,074 
0,082 
0,998 

3* 
65,646 
0,055 
0,046 
0,999 

3 
80,964 
0,120 
0,217 
0,997 

3* 
83,595 
0,104 
0,162 
0,999 

 
1200-1150 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

6 
99,969 
0,083 
0,104 
0,991 

5 
99,946 
0,154 
0,356 
0,991 

6 
99,969 
0,217 
0,705 
0,989 

5 
99,946 
0,192 
0,553 
0,991 

4 
99,886 
0,236 
0,834 
0,992 

 
1260-1200 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

4 
99,248 
0,062 
0,058 
0,995 

3* 
95,768 
0,050 
0,038 
0,999 

3 
88,571 
0,174 
0,454 
0,993 

3 
82,319 
0,123 
0,227 
0,997 

4 
99,251 
0,186 
0,518 
0,995 

 
1260-1150, 800-700 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

3** 
75,351 
0,022 
0,008 
0,999 

3 
70,118 
0,051 
0,039 
0,999 

3 
70,928 
0,066 
0,065 
0,999 

3* 
70,730 
0,048 
0,035 
0,9996 

3* 
70,043 
0,056 
0,047 
0,9996 

VRA: Variância acumulada; SEV: Erro padrão de validação; PRESS: soma dos quadrados da diferença entre valor observado e valor 
previsto; rVal: Coeficiente de correlação de validação cruzada.* Fator anterior já apresenta rVal ≥ 0,99., ** 2 Fatores anteirores já 
apresentam rVal ≥ 0,99.  
 

A subdivisão da região de 800-700 cm-1 em duas sub-regiões, uma de 800-750 cm-1 e outra 

de 750-700 cm-1, mostra que a primeira carrega maior número de informação que se correlaciona 
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com a atividade biológica em questão. Já na subdivisão da região de 1260-1150 cm-1, esta 

característica é observada com a sub-região de 1260-1200 cm-1. A divisão leva a uma perda da 

qualidade do modelo mais evidente para a região de 1260-1150 cm-1 que para 800-700 cm-1. Por 

outro lado, a associação destas duas regiões leva a um modelo com qualidade superior ao das 

regiões separadas sendo este o selecionado para estudo de predição de atividade biológica de 2-

fenilbenzoxazolas. 

Nas figuras a seguir podem ser visualizados os perfis dos espectros de MIV deste conjunto 

de benxoxazolas (figura 56) e os escores das freqüências dos vetores de regressão dos modelos 

preditivos gerados pela associação destas duas regiões em função das freqüências selecionadas 

para as concentrações trabalhadas (figura 57). 
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 Figura 56: Perfil de absorbância de espectros de infravermelho de 2-fenilbenzoxazolas 

nas regiões de 1260-1150 cm-1 e 800-700 cm-1. 
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 Figura 57: Vetores de regressão de PLS de 2-fenilbenzoxazolas com freqüências nas 

regiões de 1260-1150 cm-1 e 800-700 cm-1. 

 

 Pode ser observado que os escores mudam conforme a concentração da benzoxazola 

utilizada, sendo que pesam a favor da diminuição do halo da colônia a presença de bandas com 

máximos próximos às regiões de 1238 cm-1, 1207-1197 cm-1, 1180-1170 cm-1, 792-773 cm-1, 

761-757 cm-1, 748-742 cm-1 e 736-730 cm-1 para as concentrações de 5,0x10-5 molL-1 a 4,0x10-4 

molL-1 e 1238 cm-1, 1207-1203 cm-1, 1188-1184 cm-1, 792-773 cm-1, 761-757 cm-1, 748-730 cm-1 

para a concentração de 8,0x10-4 molL-1. 

 

 

3.6.2.3 Aplicação de DRIFTS na previsão de atividade antifúngica de cumarinas contra F. 

pedrosoi ATCC 46428 

 

Nas figuras 58, 59, 60 e 61 encontram-se as representações dos parâmetros SEV, PRESS, 

rVal e VRA para o conjunto de cumarinas avaliados.  
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 Figura 58: Curvas de SEV de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de cumarinas contra F. pedrosoi ATCC 46428. 
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 Figura 59: Curvas de PRESS de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de cumarinas contra F. pedrosoi ATCC 46428. 

 

 

1 2 3 4 5 6 7
0

5

10

15

20

25

1,0x10-4molL-1
 

 

P
R

E
S

S

Nº de Fatores

1 2 3 4 5 6 7
0

5

10

2,0x10-4molL-1

 

 

P
R

E
S

S

Nº de Fatores

1 2 3 4 5 6 7
0

5

10

4,0x10-4molL-1

 

 

P
R

E
S

S

Nº de Fatores

1 2 3 4 5 6 7
0

5

10

8,0x10-4molL-1

 

 

P
R

E
S

S

Nº de Fatores

1 2 3 4 5 6 7
0

5

10

15

20

25

Regiões Espectrais (cm-1)
 3800-600
 900-600
 800-700
 1100-900
 1300-900
 1300-1100
 1260-1150
 1460-1330
 1550-1400
 1650-1550

5,0x10-5molL -1

 

 

P
R

E
S

S

Nº de Fatores

 2000-1650
 2000-1800
 3150-2850
 3800-3150
 (1550-1400) + (900-600)
 (2000-1800) + (1260-1150)
 (1460-1330) + (1260-1150)
 (2000-1800) + (1460-1330)
 (2000-1800) + (1550-1400)
 (2000-1800) + (900-600)



Resultados e Discussão 

 209

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 60: Curvas de rVal de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de cumarinas contra F. pedrosoi ATCC 46428. 
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Figura 61: Curvas de VRA de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de cumarinas contra F. pedrosoi ATCC 46428. 
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Observa-se que os valores de SEV apresentam maiores variações nos primeiros fatores 

para as concentrações de 5,0x10-5 molL-1 a 2,0x10-4 molL-1, sendo possível observar valores de 

SEV < 0,1 para modelos baseados nas regiões espectrais de 900-600 cm-1, 1300-900 cm-1 e 2000-

1800 cm-1.  Também os valores de SEV para a concentração de 8,0x10-4 molL-1 apresentam-se 

maiores que os das demais concentrações de derivados cumarínicos avaliados, indicando maior 

dificuldade de conseguir correlacionar a atividade antifúngica com as freqüências de IV nesta 

condição. A associação da região de 2000-1800 cm-1 com a de 900-600 cm-1 ou mesmo com 

outras regiões gera valores de SEV menores ainda melhorando a qualidade dos modelos de 

validação cruzada que, nestas condições, os valores de SEV passam a estabilizar com cerca de 

três a quatro fatores. 

Na figura 59 observa-se que os valores de PRESS apresentaram maiores variações para os 

primeiros fatores nas concentrações de 5,0x10-5 molL-1, 1,0x10-4 molL-1 e 8,0x10-4 molL-1, sendo 

também possível discriminar melhor a qualidade dos modelos de validação em função da região 

espectral selecionada. 

As curvas de rVal (figura 60) para as concentrações de 1,0x10-4 molL-1 e 2,0x10-4 molL-1 

mostraram comportamento semelhante em termos de variação de valores de rVal com relação ao 

número de fatores para as diferentes regiões espectrais, estando mais agrupadas. Já as demais 

concentrações originaram curvas mais dispersas, podendo-se discriminar melhor quais as regiões 

espectrais que melhor se correlacionam com o diâmetro da colônia nestas condições. 

Valores com rVal ≥ 0,99 foram obtidos com três fatores apenas para os modelos de 

validação baseados nas associações de regiões espectrais de (1550-1400) + (900-600) cm-1, 

(2000-1800) + (900-600) cm-1 e (2000-1800) + (1260-1150) cm-1. Em nenhum destes modelos a 
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VRA ultrapassou 80 % nos primeiros quatro fatores (figura 61, tabela 28), indicando novamente 

ampla distribuição de informação estrutural ao longo dos fatores gerados.  

Pela tabela 27, verifica-se que a associação da região espectral de 2000-1800 cm-1 com a 

de 900-600 cm-1 gera, para todas as concentrações, modelos de validação com um mínimo de três 

fatores com rVal  ≥ 0,99, sendo considerado o melhor para descrever as propriedades antifúngicas 

das cumarinas testadas contra F. pedrosoi ATCC 46428.  

Os dados indicam, primeiramente, que a posição da substituição no anel benzênico 

condensado ao núcleo de 2-pirona contribui para a descrição da atividade antifúngica. O mesmo 

acontecendo com bandas que descrevem a estrutura do sistema aromático e do grupo vinila do 

anel de 2-pirona como movimentos de deformação angular fora do plano de ligação C-H. Já os 

movimentos específicos dos substituintes (principalmente expressos na região de 1650-1300 cm-1 

ou acima de 3000 cm-1) não apresentam o mesmo peso que os movimentos do sistema aromático 

ou do grupo vinila, indicando que os efeitos eletrônicos que estes substituintes exercem sobre o 

sistema aromático e o grupo vinila, no núcleo cumarínico é, na verdade, o que realmente 

influencia para correlacionar com a atividade biológica em questão. 

 Bandas relacionadas com a função lactona, na região de 1300-900 cm-1, referentes às 

deformações assimétricas acopladas de grupos C-C(=O)-O e O-C-C, também apresentam grau de 

correlação menor com a atividade biológica avaliada, porém bem melhor que a região de 

absorção relacionada à deformação axial de ligações C=O e de C=C de vinila conjugado a 

carbonila e anel aromático em anel de seis membros. 
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Tabela 27: Parâmetros de validação cruzada de modelos preditivos otimizados de PLS entre 

DRIFTS e atividade antifúngica de cumarinas contra F. pedrosoi ATCC 46428.  

Região Espectral (cm-1)  
 

5,0x10-5 

 molL-1 
1,0x10-4 

molL-1 
2,0x10-4 

molL-1 
4,0x10-4 

molL-1 
8,0x10-4 

molL-1 
 
3800-600 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

4 
69,632 
0,115 
0,320 
0,996 

4 
72,772 
0,202 
0,974 
0,991 

4 
68,023 
0,076 
0,140 
0,996 

6 
84,669 
0,082 
0,160 
0,991 

7 
90,239 
0,153 
0,560 
0,990 

 
900-600 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

4 
69,060 
0,088 
0,185 
0,998 

4 
69,768 
0,092 
0,203 
0,998 

4 
65,478 
0,069 
0,115 
0,997 

7 
90,.626 
0,053 
0,067 
0,997 

4 
67,751 
0,148 
0,523 
0,991 

 
1300-900 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

4 
71,200 
0,146 
0,510 
0,993 

4 
73,022 
0,095 
0,216 
0,998 

4 
71,225 
0,058 
0,081 
0,998 

4* 
74,554 
0,028 
0,019 
0,999 

4 
70,262 
0,137 
0,449 
0,992 

 
2000-1800 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

4 
76,428 
0,145 
0,503 
0,993 

4 
77,092 
0,146 
0,513 
0,995 

4 
75,277 
0,092 
0203 
0,995 

4 
74,280 
0,072 
0,124 
0,993 

4 
68,958 
0,094 
0,211 
0,998 

 
1550-1400, 900-600 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

4* 
66,778 
0,119 
0,340 
0,995 

4* 
57,326 
0,109 
0,283 
0,997 

4 
64,799 
0,090 
0,194 
0,994 

4 
67,720 
0,083 
0,166 
0,991 

4 
60,035 
0,114 
0,314 
0,995 

2000-1800, 900-600 Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

4* 
67,428 
0,053 
0,069 
0,999 

4* 
67,369 
0,055 
0,071 
0,999 

4* 
62,743 
0,033 
0,025 
0,999 

4* 
68,244 
0,039 
0,037 
0,998 

4* 
64,506 
0,053 
0,067 
0,999 

 
2000-1800, 1260-1150 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

4 
68,847 
0,056 
0,076 
0,999 

4 
69,642 
0,098 
0,232 
0,998 

4 
68,095 
0,046 
0,050 
0,997 

4* 
68,095 
0,0457 
0,050 
0,997 

4 
63,306 
0,059 
0,084 
0,999 

 
2000-1800, 1460-1330 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

4 
73,045 
0,171 
0,700 
0,991 

4 
64,232 
0,117 
0,328 
0,996 

5 
82,310 
0,074 
0,133 
0,996 

5 
83,012 
0,064 
0,097 
0,994 

4 
68,378 
0,105 
0,265 
0,995 

2000-1800, 1550-400 Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

4 
57,143 
0,074 
0,133 
0,999 

4* 
62,029 
0,048 
0,054 
0,999 

4 
56,329 
0,040 
0,038 
0,999 

4 
55,791 
0,048 
0,054 
0,997 

4 
54,442 
0,086 
0,178 
0,997 

VRA: Variância acumulada; SEV: Erro padrão de validação; PRESS: soma dos quadrados da diferença entre valor observado e valor 
previsto; rVal: Coeficiente de correlação de validação cruzada.* Fator anterior já apresenta rVal ≥ 0,99. 
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Uma observação inicial dos parâmetros dos modelos de validação gerados pela utilização 

de freqüências da região espectral de 1300-900 cm-1 indica que estes são de baixa qualidade, 

tendo valores de rVal negativos no Fator 1 para as concentrações de 5,0x10-5 molL-1, 4,0x10-4 

molL-1 e 8,0x10-4 molL-1 e nenhum valor de rVal acima de 0,99 nos sete fatores utilizados. Estes 

dados, a princípio, descartam esta região como contribuição para a explicação da atividade 

antifúngica. 

Entretanto, quando se descartam as freqüências dos extremos deste intervalo selecionando 

aquelas sobre região de 1260-1150 cm-1, observa-se uma melhora substancial nos modelos de 

validação para todas as concentrações com rVal ≥ 0,99 entre os fatores 5 e 7 com valores de SEV 

≤ 0,1. Esta região é característica da deformação assimétrica de grupo C-C(=O)-O e estes 

resultados demonstram que este movimento tem um grau de correlação com a atividade 

antifúngica não tão completo quanto as bandas de deformação angular fora do plano de C-H 

aromático ou de alquenos.  

Quando se seleciona a região espectral que concentram as freqüências relacionadas com a 

deformação O-C-C (1100-900 cm-1) observa-se uma queda brusca na qualidade do modelo com 

valores de rVal ≥ 0,99 ainda com quatro fatores sendo somente obtido para a concentração 

(2,0x10-4 molL-1) (figura 60). 

A associação das duas regiões (1300-900 cm-1), por sua vez, leva a uma melhora ainda 

mais acentuada dos modelos de validação onde para todas as concentrações são obtidos valores 

de rVal ≥ 0,99 com quatro fatores (tabela 27). 

A representação do conjunto de espectros de absorção no IV das regiões espectrais de 

2000-1800 cm-1 e 900-600 cm-1 e sua correlação com os vetores de regressão encontram-se 

representados nas figuras 62 e 63, respectivamente. 
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Figura 62: Perfil de absorbância de espectros de infravermelho de cumarinas nas regiões 

de 2000-1800 cm-1 e 900-600 cm-1. 
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 Figura 63: Vetores de regressão de PLS de cumarinas com freqüências na região de 

2000-1800 cm-1. 

 
 

Observa-se uma contribuição positiva para a diminuição dos halos das colônias nas 

freqüências de 2000-1950 cm-1, 1880-1840 cm-1 para as concentrações de 2,0x10-4 molL-1 a 

8,0x10-4 molL-1 na primeira região, com alguns desvios para as duas concentrações menores. Na 
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segunda região as freqüências de 900-885 cm-1, 830-845 cm-1, 815-770 cm-1, 760-755 cm-1, 700-

695 cm-1 e 680-670 cm-1 são as que mais contribuem para a propriedade biológica em estudo. 

Nesta região os vetores de regressão apresentam contribuições mais semelhantes entre as diversas 

concentrações testadas. 

Observa-se  que  freqüências  com  baixa  intensidade, como aquelas da região de 2000-

1800 cm-1, contribuem com escores de mesma grandeza como aquelas mais intensas, justificando 

o uso do autoescalamento antes da modelagem e contrariando a idéia que se poderia ter de as que 

freqüências mais proeminentes no espectro seriam aquelas que mais contribuiriam para a 

atividade biológica em questão.  

 

 

3.6.2.4 Aplicação de DRIFTS na previsão de atividade antifúngica de fenóis, ácidos 

salicílicos e 2-fenilbenzoxazolas contra F. pedrosoi ATCC 46428 

 
Nas figuras 64, 65, 66 e 67 encontram-se as representações dos parâmetros SEV, PRESS, 

rVal e VRA para o conjunto de fenóis, ácidos salicílicos e 2-fenilbenzoxazolas avaliados. Na 

figura 64 pode ser observado que o aumento da concentração de cada substância teste 

separadamente, no ágar, gera modelos preditivos com maiores variações nos valores de SEV à 

medida que mais fatores vão sendo incluídos na modelagem. Os menores valores de SEV 

ocorrem com as menores concentrações de derivados de fenol, de ácidos salicílicos ou de 2-

fenilbenzoxazolas. 

Observam-se também maior diferenciação entre os modelos gerados em função das 

regiões selecionadas para estudo quando se comparam com os modelos obtidos para fenóis e 

ácidos salicílicos ou 2-fenilbenzoxazolas. 
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Figura 64: Curvas de SEV de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de fenóis, ácidos salicílicos e 2-fenilbenzoxazolas contra F. pedrosoi 

ATCC 46428. 
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Figura 65: Curvas de PRESS de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de fenóis, ácidos salicílicos e 2-fenilbenzoxazolas contra F. pedrosoi 

ATCC 46428. 
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 Figura 66: Curvas de rVal de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de fenóis, ácidos salicílicos 2-fenilbenzoxazolas contra F. pedrosoi 

ATCC 46428. 
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Figura 67: Curvas de VRA de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de fenóis, ácidos salicílicos e 2-fenilbenzoxazolas contra F. pedrosoi 

ATCC 46428. 
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Com base nos menores valores de SEV obtidos o melhor modelo foi gerado pela 

associação entre as regiões de 1300-900 cm-1 e 2000-1800 cm-1 para todas as concentrações 

trabalhadas. Em seguida vieram os modelos relacionados com as regiões espectrais de 1300-900 

cm-1 e (3150-2850 cm-1) + (2000-1800 cm-1) para as concentrações de 5,0x10-5 molL-1 até 4,0x10-

4 molL-1 e 2000-1800 cm-1 e (3150-2850 cm-1) + (2000-1800 cm-1) para a concentração de 8,0x10-

4 molL-1. A região espectral de (2000-1800 cm-1) + (900-600 cm-1) ainda mostrou-se adequada 

para as concentrações de 5,0x10-5 molL-1, 1,0x10-4 molL-1 e 8,0x10-4 molL-1. O conjunto completo 

de freqüências (3800-600 cm-1) apresentou valores reduzidos de SEV somente para as 

concentrações de 4,0x10-4 molL-1 e 8,0x10-4 molL-1.  

 Os valores de PRESS (figura 65) seguiram o mesmo comportamento tanto quanto à 

variação em relação ao número de fatores incluídos no modelo quanto à dispersão em função da 

região espectral selecionada. Os valores de PRESS foram bem maiores que os respectivos valores 

obtidos a partir da modelagem com fenóis e ácidos salicílicos ou 2-fenilbenzoxazolas. 

Os valores de rVal convergiram mais lentamente para o valor mínimo de 0,99 com a 

inclusão de novos fatores sendo que os modelos com os maiores valores de rVal foram gerados 

com as freqüências referentes à região de (1300-900 cm-1) + (2000-1800 cm-1), seguida pelas 

regiões de 1300-900 cm-1, (3150-2850 cm-1)  +  (2000-1800 cm-1)  e  (2000-1800 cm-1)  +  (900-

600 cm-1), para todas as concentrações, e 2000-1800 cm-1 apenas para as concentrações de 

4,0x10-4 molL-1 e 8,0x10-4 molL-1.  As curvas de VRA apresentaram maiores variações e menores 

valores para os modelos com melhores valores de rVal. 

 Na tabela 28 estão incluídos alguns modelos otimizados para fins de comparação dos 

parâmetros de validação com aqueles obtidos com o conjunto completo de freqüências. 
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Tabela 28: Parâmetros de validação cruzada de modelos preditivos otimizados de PLS de 

DRIFTS e atividade antifúngica de fenóis, ácidos salicílicos e 2-fenilbenzoxazolas contra F. 

pedrosoi ATCC 46428.  

Região Espectral (cm-1)  5,0x10-5 

 molL-1 
1,0x10-4 

molL-1 
2,0x10-4 

molL-1 
4,0x10-4 

molL-1 
8,0x10-4 

molL-1 
3800-600 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

7 
86,915 
0,152 
0,896 
0,986 

7 
86,680 
0,145 
0,823 
0,988 

7 
86,416 
0,205 
1,641 
0,986 

7 
87,309 
0,243 
2,294 
0,988 

6 
76,540 
0,237 
2,187 
0,993 

 
900-600 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

7 
90,607 
0,209 
1,710 
0,973 

7 
90,828 
0,308 
3,694 
0,945 

7 
91,850 
0,496 
9,589 
0,920 

7 
92,729 
0,567 
12,531 
0,933 

7 
92,982 
0,670 
17,520 
0,943 

1300-900 Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

6 
76,302 
0,122 
0,585 
0,991 

6 
76,273 
0,115 
0,5160 
0,993 

6* 
79,493 
0,134 
0,695 
0,994 

6 
79.,789 
0,177 
1,215 
0,994 

7 
84,035 
0,222 
1,925 
0,994 

 
2000-1800 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

7 
84,395 
0,211 
1,737 
0,973 

7 
85,877 
0,373 
5,433 
0,917 

7 
86,103 
0,467 
8,519 
0,926 

7 
87,971 
0,222 
1,928 
0,990 

7 
88,683 
0,291 
3,312 
0,989 

 
2000-1800, 900-600 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

7 
77,405 
0,072 
0,201 
0,997 

7 
72,767 
0,139 
0,754 
0,989 

7 
76,676 
0,212 
1,757 
0,985 

7 
76,847 
0,226 
1,992 
0,990 

7 
78,659 
0,225 
1,977 
0,994 

 
3150-2850, 2000-1800 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

7 
80,260 
0,130 
0,656 
0,990 

7 
80,321 
0,167 
1,086 
0,984 

7 
81,275 
0,197 
1,517 
0,987 

7 
81,634 
0,192 
1,432 
0,993 

7 
81,733 
0,295 
3,392 
0,989 

3150-2850, 900-600 Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

7 
86,542 
0,239 
2,231 
0,964 

7 
86,890 
0,261 
2,647 
0,960 

7 
86,682 
0,331 
4,264 
0,964 

7 
87,263 
0,309 
3,723 
0,980 

7 
87,203 
0,376 
5,520 
0,982 

2000-1800, 1300-900 
 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

6 
71,724 
0,110 
0,468 
0,993 

5 
60,971 
0,124 
0,601 
0,991 

5 
61,249 
0,152 
0,898 
0,992 

5 
67,337 
0,165 
1,0626 
0,995 

6 
72,214 
0,220 
1,891 
0,994 

VRA: Variância acumulada; SEV: Erro padrão de validação; PRESS: soma dos quadrados da diferença entre valor observado e 
valor previsto; rVal: Coeficiente de correlação de validação cruzada.* Fator anterior já apresenta rVal ≥ 0,99. 
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 Como pode ser observado, o aumento do número de compostos na modelagem aumenta o 

número de informações presentes no conjunto de espectros fazendo com que sejam necessários 

maior número de fatores para incluir um mínimo de variância necessária para obtenção do valor 

mínimo de rVal desejado em comparação com os modelos separados de fenóis e ácidos salicílicos 

ou de benzoxazolas.  

A região de 1300-900 cm-1 é a que apresenta o menor número de fatores associados ao 

rVal ≥ 0,99 e para quase todas as concentrações trabalhadas, com exceção da concentração maior 

de 8,0x10-4 molL-1. Nesta concentração o modelo de melhor qualidade é o obtido com o conjunto 

completo de freqüências.  

 A inclusão das 2-fenilbenzoxazolas em relação ao conjunto de derivados de fenóis e ácidos 

salicílicos desloca o conjunto de frequências com melhor correlação para previsão da atividade 

biológica para a região de 1300-900 cm-1. Nesta região são encontradas freqüências com maior 

número de informações a respeito da individualidade de cada molécula (região de impressão 

digital) principalmente devido a deformações angulares de ligação C-H no plano associadas a 

movimentos moleculares específicos como as deformações axiais de ligação C-O (presentes em 

todas as três classes) associadas a deformação axial de ligação O-H bem como a deformação axial 

de ligação C-N presente no núcleo benzoxazólico e nos substituintes contendo os grupos nitro, 

amina e amida322,324. 

 Em termos de poder descriminatório, os movimentos associados com o melhor 

modelo gerado para o núcleo benzoxazólico (1260-1150 cm-1) predominam sobre aqueles 

associados com o melhor modelo gerado para fenóis e ácidos salicílicos (2000-1800 cm-1). Por 

outro lado, a associação das regiões de 2000-1800 cm-1 com a de 1300-900 cm-1 traz uma maior 
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contribuição da diversidade estrutural entre as três classes trabalhadas melhorando em muito a 

qualidade dos modelos preditivos obtidos. 

 Na figura 68 encontram-se os conjuntos de espectros de absorção no IVM das regiões 

espectrais de 2000-1800 cm-1 com a de 1300-900 cm-1. 
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 Figura 68: Perfil de absorbância de espectros de infravermelho de fenóis, ácidos 

salicílicos e 2-fenilbenzoxazolas na região de 1300-900 cm-1 e 2000-1800 cm-1. 
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Na figura 69 podem ser observados os vetores de regressão com seis fatores para os 

modelos gerados com esta associação e as respectivas absorções no infravermelho do conjunto de 

compostos analisados considerando-se as cinco concentrações testadas para cada composto. 

 

 

 Figura 69: Vetor de PLS com seis fatores de fenóis, ácidos salicílicos e 2-

fenilbenzoxazolas com freqüências na região de 2000-1800 cm-1 e 1300-900 cm-1. 

 

A análise do conjunto de espectros nesta região e sua correlação com o vetor de regressão 

demonstram que a diminuição do halo da colônia é dependente da presença de absorção nas 

regiões espectrais de 1990-1978 cm-1, 1928-1913 cm-1, 1895-1862 cm-1, 1853-1830 cm-1, 1816-

1805 cm-1, 1300-1280 cm-1, 1250-1225 cm-1, 1190-1170 cm-1 e 1110-1000 cm-1, basicamente. 

Observa-se, também, que os maiores escores ocorrem na região espectral de 2000-1800 cm-1 

onde, entretanto, os valores das absorções são de baixa intensidade. Este dado reforça, 

novamente, a idéia de que a correlação entre aumento da intensidade de uma banda, a uma 
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determinada freqüência, e o diâmetro do halo da colônia não necessariamente ocorre de forma 

linear para aquelas bandas com maior intensidade e sim para aquelas cuja intensidade se 

correlaciona com a lei de Lambert-Beer (dentro de um determinado limite).  

 

 

3.6.2.5 Aplicação de DRIFTS na previsão de atividade antifúngica de fenóis, ácidos 

salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas contra F. pedrosoi ATCC 46428 

 

As curvas que relacionam os parâmetros dos modelos de validação do conjunto de 

compostos testados encontram-se nas figuras 70, 71, 72, 73. 

Na figura 70 pode ser observado que os modelos referentes às concentrações de 5,0x10-5 

molL-1 a 4,0x10-4 molL-1 geram valores de SEV semelhantes e menores que para a concentração 

de 8,0x10-4 molL-1. Os menores valores de SEV foram obtidos com a associação das regiões 

espectrais de (3150-2850 cm-1) + (2050-1800 cm-1) + (1300-900 cm-1) seguido pelo conjunto 

completo de freqüências.  

Os valores de PRESS (figura 71) seguiram comportamento semelhante com aumento 

substancial em relação aos valores obtidos para os modelos otimizados, gerados a partir das 

classes isoladas dos compostos, muito parecido com o dos modelos de associação entre fenóis, 

ácidos salicílicos e 2-fenilbenzoxazolas. 

Os valores de rVal (figura 72) alcançaram o valor mínimo de 0,99 entre sete e nove 

fatores somente para a os modelos com a região otimizada do espectro.  
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 Figura 70: Curvas de SEV de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de fenóis, ácidos salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas contra 

F. pedrosoi ATCC 46428. 
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 Figura 71: Curvas de PRESS de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de fenóis, ácidos salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas contra 

F. pedrosoi ATCC 46428. 
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Figura 72: Curvas de rVal de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de fenóis, ácidos salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas contra 

F. pedrosoi ATCC 46428. 

1 2 3 4 5 6 7
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0
5,0x10-5molL-1

 

 

Região Espectral (cm-1)
 3800-600
 900-600
 800-700
 1100-900
 1300-900
 1300-1100
 1260-1150
 1460-1330
 1550-1400
 1650-1550
 1800-1650
 2000-1650
 2000-1750

rV
al

Nº de Fatores

 1950-1800
 2000-1800
 2050-1800
 1950-1850
 2050-1850
 2050-1750
 3150-2850
 3800-2850
 3800-3150
 2050-1800, 900-600
 3150-2850, 900-600
 3150-2850, 2050-1800
 3150-2850, 2050-1800,900-600 
 150-2850, 2050-1800,1300-900

1 2 3 4 5 6 7
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0 1,0x10-4molL-1
 

 

rV
a

l

Nº de Fatores
1 2 3 4 5 6 7

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0 2,0x10-4molL-1

 

 

rV
a

l

Nº de Fatores

1 2 3 4 5 6 7
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0 4,0x10-4molL-1

 

 

rV
a

l

Nº de Fatores
1 2 3 4 5 6 7

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0 8,0x10-4molL-1

 

 

rV
a

l

Nº de Fatores



Resultados e Discussão 

 230

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 73: Curvas de VRA de modelos de validação cruzada de PLS de DRIFTS e 

atividade antifúngica de fenóis, ácidos salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas contra 

F. pedrosoi ATCC 46428. 
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 Na tabela 29 estão incluídos os modelos otimizados para fins de comparação dos 

parâmetros de validação com aqueles obtidos com o conjunto completo de freqüências. 

 

Tabela 29: Parâmetros de validação cruzada de modelos preditivos otimizados de PLS de 

DRIFTS e atividade antifúngica de fenóis, ácidos salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas 

contra F. pedrosoi ATCC 46428. 

Região Espectral (cm-1)  5,0x10-5 
 molL-1 

1,0x10-4 

molL-1 
2,0x10-4 

molL-1 
4,0x10-4 

molL-1 
8,0x10-4 

molL-1 
 
3800-600 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

10 
84,769 
0,179 
2,023 
0,986 

9 
82,307 
0,163 
1,664 
0,990 

10 
84,430 
0,153 
1,470 
0,991 

9 
82,628 
0,161 
1,640 
0,992 

9 
83,046 
0,230 
3,326 
0,991 

 
1300-900 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

10 
84,358 
0,222 
3,115 
0,978 

10 
83,651 
0,189 
2,252 
0,987 

10 
86,620 
0,223 
3,138 
0,980 

10 
85,398 
0,189 
2,239 
0,989 

10 
85,575 
0,301 
5,723 
0,985 

 
3150-2850, 2050-1800 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

10 
83,821 
0,283 
5,035 
0,965 

10 
84,342 
0,392 
9,665 
0,943 

10 
84,239 
0,361 
8,233 
0,948 

10 
85,110 
0,246 
3,822 
0,982 

10 
84,981 
0,422 
11,226 
0,970 

 
3150-2850, 900-600 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

10 
94,337 
0,238 
3,557 
0,975 

10 
92,904 
0,276 
4,797 
0,973 

10 
94,634 
0,313 
6,190 
0,962 

10 
94,182 
0,257 
4,169 
0,980 

10 
93,335 
0,419 
11,056 
0,971 

3150-2850, 2050-1800,  
900-600 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

10 
84,896 
0,161 
1,637 
0,989 

10 
84,339 
0,239 
3,611 
0,979 

10 
84,693 
0,270 
4,580 
0,972 

10 
84,731 
0,181 
2,064 
0,990 

10 
84,347 
0,305 
5,864 
0,985 

3150-2850, 2050-1800,  
1300-900 
 
 

Fator 
VRA 
SEV 
PRESS 
rVal 

9 
69,312 
0,143 
1,295 
0,991 

8 
68,296 
0,154 
1,502 
0,991 

9 
72,693 
0,143 
1,28 
0,992 

7 
63,858 
0,150 
1,413 
0,993 

9 
73,008 
0,243 
3,723 
0,990 

VRA: Variância acumulada; SEV: Erro padrão de validação; PRESS: soma dos quadrados da diferença entre valor observado e 
valor previsto; rVal: Coeficiente de correlação de validação cruzada. 
 

 Comparando-se a evolução na variação dos parâmetros de validação com o aumento do 

número de compostos e de classes diferentes de compostos analisadas observa-se que há uma 
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necessidade de aumentar o número de freqüências incluídas no modelo de validação, mas não do 

conjunto completo de freqüências fornecidas pelo IVM. Predomina o nível de informação 

fornecido pela região de impressão digital, pela região de harmônicas e bandas de combinação e 

agora também incluída a região de estiramentos C-H, e, em menor extensão, O-H e N-H. 

Pode ser observado que os modelos gerados com a associação das regiões espectrais de 

(3150-2850 cm-1) + (2050-1800 cm-1) + (1300-900 cm-1) apresentam melhor qualidade em 

comparação com o segundo conjunto de melhores modelos oriundos da utilização do conjunto 

completo de freqüências tanto em valores de rVal como de SEV e de PRESS. 

Valores de VRA de 60-75 % podem ser considerados bons considerando-se a grande 

quantidade de informação ofertada pelas modificações estruturais de aromáticos monocíclicos 

(fenóis e ácidos salicílicos), tricíclicos (2-fenilbenzoxazolas) e bicíclicos (cumarinas). Estes 

valores de VRA podem permitir que o modelo aceite maior número de novos derivados com 

estrutura base pertencente a uma das três séries congêneres utilizadas (dentro de certos limites, 

evidentemente) com boa capacidade de predição do diâmetro do halo da colônia de F. pedrosoi 

ATCC 46428. 

Na figura 74 pode ser verificada a dependência dos escores dos vetores de regressão com 

dez fatores de cada região em função da freqüência selecionada para cada concentração de 

antifúngico testado. 
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 Figura 74: Vetor de PLS com dez fatores de fenóis, ácidos salicílicos, 2-

fenilbenzoxazolas e cumarinas com freqüências nas regiões de 3150-2850 cm-1, 2000-

1800 cm-1 e 1300-900 cm-1. 

 

 Na região espectral de 3150-2850 cm-1 observa-se uma forte contribuição positiva para a 

diminuição do halo da colônia com a presença de absorção em 3100-3080 cm-1. Já a região 

espectral de 2050-1800 cm-1 contribui mais para informar sobre parâmetros estruturais que 

aumentam o diâmetro do halo da colônia. A região de 1300-900 cm-1 fornece informação bem 

variada com predomínio de contribuição negativa para o diâmetro das colônias em torno das 

freqüências de 920, 1000, 1050, 1110, 1150 e 1225 cm-1. 

 

3.6.2.6 Considerações sobre a utilização de DRIFTS para previsão de atividade antifúngica 

de fenóis, ácidos salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas contra F. pedrosoi ATCC 

46428 
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 Estudos buscando estabelecer correlação entre atividade antifúngica e DRIFTS de 

compostos orgânicos por técnicas quimiométricas ainda não têm sido relatados na literatura. Este 

trabalho apresenta-se como uma primeira referência na área e, para tanto, algumas discussões 

relevantes para a amplitude do potencial do método podem ser generalizadas a partir do 

experimento em estudo. 

 O número de compostos aqui ensaiados pode ser considerado pequeno e foi restrito a 

classes com algum grau de relação estrutural. Entretanto os resultados observados com os 

diferentes modelos obtidos para cada classe ou associação de classes para a atividade biológica 

em estudo permitem a suposição de algumas generalizações.  

A espectroscopia de IV gera um grande número de variáveis latentes na forma de 

frequências por amostra278. Em modelos de calibração com PLS para determinação quantitativa 

de componentes estruturalmente relacionadas, busca-se selecionar as freqüências que apresentem 

correlação linear com o analito de interesse. Este procedimento elimina os termos não relevantes 

na modelagem que podem atuar como interferentes. 

Quando se substitui a concentração de diferentes analitos numa mistura por medidas de 

uma atividade biológica, como o exemplo o diâmetro do halo da colônia, o objetivo de seleção é 

o mesmo. No primeiro caso podem estar presentes interações entre o analito e o solvente, ou um 

analito e os demais. No segundo caso, os compostos não interagem entre si, mas sim com um 

sistema complexo de biomoléculas como no caso de uma célula fúngica em um ágar. Logo, para 

que se encontre uma relação quantitativa linear entre estes compostos e a resposta biológica 

desejada, é esperado que os mesmos pertençam a uma série congênere, apresentando freqüências 

de absorções comuns a todos e que estas venham pertencer ao subconjunto de freqüências 

selecionadas por responder linearmente com o aumento da concentração. 
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Entretanto, propriedades biológicas, principalmente interações fármaco-receptor ou 

enzima-substrato, não são lineares em toda a região de concentrações trabalhadas, o que dificulta 

a busca de um conjunto de variáveis para um modelo de predição. Neste caso, a utilização de 

análise multivariada baseada em freqüências de IV, em particular de IVM, se torna uma 

ferramenta útil uma vez que permite a obtenção de modelos lineares através da compressão do 

hiperespaço delimitado pelo conjunto de freqüências em um conjunto simplificado de 

componentes principais com alta variança acumulada em cada componente. 

A aplicação de métodos quimiométricos é normalmente realizada utilizando diretamente 

recursos de correlação entre escores (compostos) e “loadings” (contribuição de cada freqüência) 

para a descrição dos fatores empregados na modelagem9,10. Esta metodologia, quando foi aplicada 

ao conjunto de amostras em questão, levou a várias freqüências distribuídas ao longo do espectro 

de IVM do conjunto de compostos selecionados. Neste contexto, buscou-se uma interpretação do 

espectro normalmente semelhante àquela utilizada em procedimentos de identificação estrutural 

observando separadamente regiões do espectro de modo a tentar reunir aquelas regiões espectrais 

com maior quantidade de informação sobre o conjunto de compostos analisados para a atividade 

biológica escolhida. Esta metodologia pode ser considerada empírica, mas permite obter 

resultados que levam a modelos de correlação com boa capacidade preditiva também.  

Com relação às classes de compostos (fenóis, ácidos salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e 

cumarinas) apesar das relações estruturais existentes, pôde-se observar que quanto maior parte da 

molécula participa da estrutura do farmacóforo maior o número de freqüências vibracionais que 

está relacionado com a atividade biológica. Logo, no modelo otimizado (de melhor qualidade) a 

relação entre o número de freqüências por composto para explicar a atividade biológica deve ser 
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maior. Este tipo de comportamento também é observado quando se utilizam parâmetros fisico-

químicos convencionais como parâmetros hidrofóbicos, eletrônicos ou estéricos. 

Esta característica é melhor observada quando se tenta correlacionar um conjunto de classes 

de compostos com mecanismos de inibição de crescimento diferenciados onde, no modelo, se 

tenta colocar o mínimo de informações necessárias para tentar prever a atividade biológica 

correspondende a cada classe em particular. A região espectral de 1300-900 cm-1 apresenta esta 

característica uma vez que concentra um número diversificado de movimentos associados à 

individualidade de cada composto incluído na modelagem. Por sua vez, a região espectral de 

2000-1800 cm-1 é importante para fornecer informações sobre a influência do número e a posição 

de substituintes em relação ao núcleo base de fenóis, ácidos salicílicos e cumarinas na atividade 

antifúngica. 

Por outro lado, quando se associam compostos que, além de estruturalmente relacionados, 

também apresentam o mesmo mecanismo de ação ou que este mecanismo está associado a uma 

pequena fração da molécula, como no caso fenóis, ácidos salicílicos e 2-fenilbenzoxazolas, a 

região de freqüências necessária para a correlação pode diminuir substancialmente. 

O núcleo aromático, quando presente no núcleo base da série congênere e pertencente ao 

farmacóforo, é um bom protótipo para correlacionar atividade antifúngica, uma vez que reflete a 

ação principalmente eletrônica de diferentes substituintes, sendo que os movimentos a ele 

associados são bons previsores de atividade biológica. 

 O aumento do número de compostos com estruturas base diferenciada diminui a qualidade 

do modelo com aumento dos valores de SEV e PRESS e a diminuição dos valores de rVal, 

necessitando de aumento de número de fatores para recuperar esta qualidade. Previsões que 

estavam sendo feitas com três a quatro fatores para benzoxazolas (cinco compostos), fenóis e 
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ácidos salicílicos (oito compostos) e cumarinas (oito compostos) passaram a necessitar de seis a 

sete fatores em média para a associação de fenóis, ácidos salicílicos e 2-fenilbenzoxazolas (13 

compostos) e de cerca de nove a dez fatores para a associação das quatro classes (21 compostos). 

Por outro lado, o aumento do número de freqüências não necessariamente aumenta a qualidade do 

modelo e daí a importância de serem aplicados métodos de seleção de variáveis 9,10. 

Regiões que apresentam movimentos acoplados e que se relacionam melhor com 

modificações estruturais nas suas vizinhanças são mais favoráveis para produzirem melhores 

modelos de calibração por carregarem maior variância em relação ao conjunto de compostos. Esta 

afirmação é particularmente válida para o caso de 2-fenilbenzoxazolas. 

A utilização de DRIFTS não requer a solubilização dos compostos, o que elimina 

problemas relacionados com a solubilidade. Entretanto, algumas informações sobre interações 

hidrofóbicas e hidrofílicas passam a ser perdidas, principalmente com moléculas portando um 

grupo fenólico que pode competir com a formação de ligações de hidrogênio intermolecular e 

intramolecular como ácidos salicílicos e HBXs. Este tipo de interação pode ser importante para a 

atividade biológica e, para estes casos, o problema pode ser resolvido utilizando a técnica de 

reflectância total atenuada em presença de solventes tais como tetracloreto de carbono, 

clorofórmio, acetonitrila ou mesmo água, à semelhança do que se tem aplicado para outros tipos 

de interação fármaco-receptor286-289. 

Os resultados aqui apresentados mostram o potencial da utilização de freqüências de IVM 

como parâmetros para determinação de modelos de correlação estrutura atividade biológica e 

com algumas vantagens em relação a métodos tradicionais de busca destas correlações. Uma vez 

obtido um modelo de previsão de atividade biológica (inibição do crescimento de um fungo, por 

exemplo) com alguns representantes de uma série homóloga, basta que sejam obtidos os 
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espectros de cada novo composto, (nas mesmas condições em que foram obtidos os espectros do 

conjunto de compostos de validação) e introduzí-los no modelo de PLS para, após 

processamento, obter-se um valor da resposta biológica para cada composto. Neste caso, não há 

necessidade de submeter estes novos derivados ao ensaio biológico para prever a resposta uma 

vez que o modelo matemático é suficiente para prever este resultado. Em outras palavras, o 

método não elimina a necessidade da síntese de novos derivados, mas sim a destes também 

serem submetidos ao ensaio biológico (desde que estes derivados pertençam à mesma classe que 

deu origem ao modelo de predição). Esta vantagem é particularmente atraente em ensaios de 

longa duração ou excessivamente caros, como ensaios com culturas de células ou de avaliação 

genotóxica entre outros.  

A técnica diminui também o uso de animais de experimentação e torna-se também 

particularmente interessante em ensaios clínicos onde, por questões éticas e de segurança, 

diminui o risco de exposição de pacientes ao objeto de estudo, principalmente em estudos de 

avaliação farmacocinética e de comparação com novas condutas terapêuticas (fases II e III, do 

protocolo de desenvolvimento de fármacos, figura 2). 

 A aplicação da técnica de DRIFTS para a previsão de atividade biológica torna-se 

particularmente interessante quando se dispõe de um banco de espectros gerados nas mesmas 

condições do conjunto de espectros utilizado para validação do modelo permitindo o “screening” 

rápido de grande número de compostos sem a necessidade de ressintetizar todo o conjunto para a 

investigação da resposta biológica. 

Por fim a metodologia aqui desenvolvida mostra que a intensidade de freqüências de 

infravermelho podem servir como únicos parâmetros para modelos de correlação diferente da 

idéia que se tem de que somente variações espectrais é que podem ser utilizadas em modelos de 
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QSAR e sempre associadas a outros parâmetros convencionais tais como log P, refratividade 

molar, σp e π entre outros. 
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Com base nos resultados obtidos nesta tese as seguintes conclusões puderam ser 

estabelecidas: 

2-(2’-Hidroxi-5’-acilamino-fenil)benzoxazolas podem ser obtidas em duas etapas iniciando 

pela condensação entre ácido 5-aminosalicílico e orto-aminofenol em presença de ácido 

polifosfórico seguido por acilação do grupo amino com anidridos de ácidos sob catálise com 

acetato de sódio e ácido acético glacial. 

6-(N-Acilamino)cumarinas podem ser obtidas em três etapas a partir da cumarina através da 

nitração seguida por redução e posterior acilação de 6-aminocumarina. 

HBXs representadas por HBO e HAMBO apresentaram aplicação como fluorocromos para 

estudos de morfologia de hifas e conídios de F. pedrosoi, sendo possível a visualização e a 

definição de detalhes da parede celular, principalmente na região septal. A qualidade da definição 

de imagem e o padrão de fluorescência gerada são dependentes da técnica empregada para 

impregnação do material celular principalmente no que se refere ao solvente utilizado para 

preparação dos fluorocromos. Nestes casos, a utilização de dimetilsulfóxido associado ao etanol 

ressalta as propriedades fluorocrômicas destes compostos.  

2-(2’-Hidroxi-5’-acilamino-fenil)benzoxazolas e 6-(N-acilamino)cumarinas mostraram-se 

como substratos fluorogênicos para detecção de atividade amidase em microrganismos 

particularmente em fungos de interesse clínico, estando esta atividade relacionada com a natureza 

do radical acila ligado ao grupo amina bem como à natureza do heterociclo. Do ponto de vista 

técnico, a presença de grupos que aumentam a solubilidade destes substratos em água, como 

carboxilas no radical acila, pode facilitar a preparação de soluções aquosas para aplicação sobre 

culturas fúngicas previamente cultivadas sobre ágar em tubos de ensaio, porém, alterando a 

performance de diferentes linhagens fúngicas sobre estes substratos. Cumarinas 6-substituídas 
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mostraram-se mais solúveís que 5’HBXs estando as primeiras mais aptas para utilização em fase 

aquosa. HBXs devem ser melhor planejadas estruturalmente para aumentar a sua solubilidade de 

modo a melhorar a sua interação com enzimas liberadas por células fúngicas.  O mais indicado 

para as duas classes de derivados de amidas seria a utilização de bibliotecas de derivados com 

diferentes posições do grupo amida em torno do núcleo base e diferentes radicais acila para 

identificar amidases de amplo espectro com potencial para utilização em processos de biocatálise 

na indústria química e farmacêutica.  

A 6-nitrocumarina mostrou ser um substrato fluorogênico adequado para detecção de 

atividade nitrorredutase em fungos em virtude de sua relativa solubilidade em água, fácil 

obtenção e facilidade de visualização pela intensidade da fluorescência, detectada por inspeção 

visual em placas de CCD contendo sílica gel G como fase estacionária. 

5’HBXs mostraram baixo risco de atividade mutagênica nos ensaios 

Salmonella/microssoma com linhagem TA100 de S. typhimurium ou com a linhagem haplóide 

XV-185-14c de S. cervisae, sendo a presença de hidroxila na posição 2’ considerado um fator 

protetor para citotoxicidade e indução de mutação por substituição de pares de base em S. 

tiphimurium e S. cerevisae (locus his1-7) e mutação por deslocamento do quadro de leitura em S. 

cerevisae (locus hom3-10). 

 A atividade antifúngica de fenóis 4-substituídos, ácidos salicílicos 5-substituídos, 2-

fenilbenzoxazolas e cumarinas contra F. pedrosoi ATCC 46428 pode ser prevista em função de 

parâmetros fisico-químicos moleculares calculados pelo programa Hyperchem, tabelados ou por 

absorbâncias em diferentes freqüências do IVM utilizando DRIFTS. 

Parâmetros físico-químicos obtidos por Hyperchem para o conjunto de compostos avaliados 

mostraram correlação limitada com a atividade antifúngica contra F. pedrosoi ATCC 46428 com 
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uma variável para fenóis ou ácidos salicílicos e uma ou duas variáveis para cumarinas. 

Associações entre as classes comprometeram a qualidade da correlação entre diâmetros de 

colônias e natureza de compostos antifúngicos em cinco concentrações diferentes. Independente 

da variável que apresentou maior correlação com a atividade antifúngica avaliada dentro das 

classes de compostos estudados em todas estas classes a inibição do crescimento das colônias está 

relacionado com parâmetros descrevendo propriedades ou do substituinte ou da molécula como 

um todo. 2-Fenilbenzoxazolas apresentam baixa correlação entre parâmetros físico-químicos e 

diâmetro de halos de colônia sendo necessário um maior número de compostos para estabelecer 

um modelo de correlação. 

 Por outro lado, a utilização de PLS permite a correlação e a obtenção de modelos lineares 

de previsão de atividade antifúngica em função de diferentes regiões do espectro de 

infravermelho médio tanto para classes separadas quanto para classes associadas de compostos 

mostrando o potencial deste método para avaliar a atividade antifúngica de compostos 

estruturalmente relacionados. Por esta metodologia pode-se concluir que determinadas regiões do 

IVM apresentam elevada correlação entre aspectos estruturais e atividade antifúngica, sendo as 

regiões de 600-900 cm-1, 1300-900 cm-1 e 2000-1800 cm-1 particularmente úteis para este 

propósito quando se utilizam compostos contendo núcleos aromáticos ou heterociclos.  
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APÊNDICE A: RELAÇÃO ENTRE REGIÕES DE ESPECTROS DE I V E 

RESPECTIVOS MOVIMENTOS VIBRACIONAIS 
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Tabela 30: Relação entre regiões do espectro de infravermelho selecionadas para modelagem via 

PLS para fenóis, ácidos salicílicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas e seus respectivos 

movimentos vibracionais. 

Região do infravermelho (cm-1) Movimentos moleculares associados 

900-600 Deformação angular fora do plano de C-H (aromático e vinila) 

Deformação angular C=C fora do plano de anel Ar 

deformação angular simétricos N-H fora do plano (amina, amida) 

Deformação angular assimétrica no plano de CH2 

Deformação axial C-N (nitroaromático) 

800-700 Deformação angular de C-H fora do plano 

1100-900 Deformação O-C-C de lactonas 

1300-900 Deformação O-C-C de lactonas 

Deformação angular C-H no plano 

Deformação axial C-O 

Deformações C-C(=O)-O (ésteres e lactonas) 

Deformação axial de C-N (amina aromática) 

Deformação angular simétrica e assimétrica fora do plano de CH2 

Deformação simétrica NO2 

1300-1100 Deformação angular C-H no plano 

Deformação axial C-O 

Deformações C-C(=O)-O (ésteres e lactonas) 

Deformação axial de C-N (amina aromática) 

Deformação angular simétrica e assimétrica fora do plano de CH2 

Deformação simétrica NO2 

1260-1150 Deformação axial C-O 

Interação deformação axial C-O e deformação angular O-H 

Deformação axial de C-N 

1460-1330 Deformação axial C=C  

Deformação axial de C-N (amida ) 

Deformação angular assimétrica CH3 

Deformação angular simétrica no plano CH2 

Deformação simétrica NO2 
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1550-1400 Deformação axial C=C  

Deformação simétrica no plano de N-H 

Deformação assimétrica NO2 

Deformação axial C=N 

1650-1550 Deformação axial C=C 

Deformação angular simétrica no plano de N-H (amida, amina) 

Estiramento axial C=O (banda de amida I) 

Deformação axial C=N 

Deformação assimétrica NO2 

1800-1650 Harmônicas e bandas de combinação 

Estiramento axial C=O 

Deformação angular simétrica CH3 

Deformação axial C=N 

2000-1650 Harmônicas e bandas de combinação 

Estiramento axial C=O 

2000-1800 Harmônicas e bandas de combinação 

3150-2850 Deformação axial C-H  

Ligação hidrogênio intramolecular  

Deformação axial N-H livre 

3800-3150 Deformação axial O-H 

Ligação hidrogênio intramolecular  

Deformação axial N-H 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

APÊNDICE B: ESPECTROS DE IV, 1H-RMN E DE 13C-RMN 
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 Figura 75: Espectro de IV de 2-(2’-hidroxi-5’acetamidofenil)benzoxazola em KBr 

(DRIFTS). 
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 Figura 76: Espectro de IV de 2-(2’-hidroxi-5’-succinamidofenil)benzoxazola em KBr 

(DRIFTS). 



Apêndice B 

 270

O O

AcHN

 0

 10

 20

 30

 40

 50

 60

 70

 80

 90

 100

mittance

 1000 2000 3000 4000
Wavenumbers (cm-1)  

 

 Figura 77: Espectro de IV de 6-acetamidocumarina em KBr (DRIFTS). 
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 Figura 78: Espectro de IV de 6-succinamidocumarina em KBr (DRIFTS). 
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 Figura 79: Espectro de 1H-RMN de 6-acetamidocumarina em DMSO-d6. 

 

 

 

 Figura 80: Espectro de 1H-RMN de 6-succinamidocumarina em DMSO-d6. 
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 Figura 81: Espectro de 1H-RMN de 2-(2’-hidroxi-5’-acetamidofenil)benzoxazol em 

DMSO-d6. 

 

 

 

 Figura 82: Espectro de 1H-RMN de 2-(2’-hidroxi-5’-succinamidofenil)benzoxazol em 

DMSO-d6. 
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 Figura 83: Espectro de APT de 2-(2’-hidroxi-5’-acetamidofenil)benzoxazol em DMSO-

d6. 

 

 

 

 Figura 84: Espectro de APT de 2-(2’-hidroxi-5’-succinamidofenil)benzoxazol em 

DMSO-d6. 
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 Figura 85: Espectro de APT de 6-acetamidocumarina em DMSO-d6. 

 

 

 

 Figura 86: Espectro de APT de 6-succinamidocumarina em DMSO-d6. 

 

 

 

 

 


