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Resumo

SINTESE E AVALIACAO DE PROPRIEDADES FOTOFISICAS E B IOLOGICAS DE 2-
(2’-HIDROXIFENIL)BENZOXAZOLAS E CUMARINAS EM FUNGOS DE INTERESSE
CLINICO

por Valeriano Antonio Corbellini

Nesta Tese foram avaliadas a sintese e as progedatofisicas e biolégicas de cumarinas
4,6,7-substituidas e 2-(2-hidroxifenil)lbenzoxasola5'-substituidas  (5'-HBXs). 2-(2'-
Hidroxifenil)benzoxazola e 2-(2'-hidroxi-5'-aminaf§benzoxazola apresentaram potencial para
utilizacdo como fluorocromos em microscopia delepiescéncia deonsecaea pedroséiTCC
46428. 6N-acilaminocumarinas e 2-(2'-hidroxi-5'-aminoaciifhenzoxazolas (Acil = Acetil,
succinil) apresentaram potencial para aplicacdoocsuaistratos fluorogénicos para deteccéo de
atividade amidase por cromatografia em camada dizlgan fungos de interesse clinico. 6-
Nitrocumarina também apresentou potencial paracd@étede atividade nitrorredutase nestes
microrganismos. 5-HBXs (R=H, NIHAcCNH) e 2-fenilbenzoxazola ndo apresentaram @odén
mutagénico sobre as linhagens TA100 dsalmonella typhimurium no ensaio
Salmonella/microssoma e sobre a linhagem haploMe 85-14c deSaccharomyces cerevisae
sendo a presenca do grupo hidroxila na posicdoo@siderada um fator protetor para a
citotoxicidade celular. A comparacdo da atividaddif@gngica de 5'-HBXs e cumarinas com
fendis e acidos salicilicos sobie. pedrosoi ATCC 46428 mostrou que 0 aumento da
complexidade molecular em relacdo ao grupo fertlraaos parametros fisico-quimicos que
relacionam o didmetro do crescimento micelial la@&1R) com a concentracdo dos compostos
citados. Os parametros fisicoquimicos que melh@oselacionaram com a atividade antifingica
foram os valores de STERIMOL B1 e B2 do substituigrin fendis 4-substituidos e a energia de
hidratacdo em &cidos salicilicos 5-substituidosmmecemarinas 4,6,7-substituidas sendo possivel
propor modelos de correlacdo com apenas duas e@miaCom 2-fenilbenzoxazolas os
parametros selecionados apresentaram baixa c@mweld€ste comportamento também foi
observado quando se tentou obter um modelo Una&dwsca sistematica visando a associacao
entre as quatro classes de compostos. Por outn fisidpossivel obter modelos de correlacéo
entre CMR e as absorbéancias relacionadas a fre@i$édos espectros no infravermelho médio
para cada classe de composto separadamente caspac@acdes destas classes, usando o0 método
dos minimos quadrados parciais (PLS). Em fenoisiéoa salicilicos a faixa espectral que
melhor correlacionou a atividade antifngica foD@G 1800 cif; em 2-fenilbenzoxazolas foi
1260-1150 crit e 800-700 cif e em cumarinas foi 2000-1800 ¢ra 900-600 cr. Um modelo

de associacéo entre todas as classes foi obtidbicado as regides de 3150-2850¢rB050-
1800 cm* e 1300-900 cih e 0 mesmo pode ser descrito com 10 fatores ecteretf de regressao
de validacdo maior que 0,99. Este método apresempmaior poder de previsdo da atividade
antifingica e mostra-se como uma nova propostagsinalos de correlacdo quantitativa estrutura
atividade biologica com base em espectros de iefmraglho de uma série congénere de
COMpOStos.
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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 synthesiphantdphysical and biological properties of
4,6,7-substituted coumarins and 5'-substituted '-Py@roxyphenyl)benzoxazoles. 2-(2'-
hydroxyphenyl)benzoxazole and 2-(2'-hydroxy-5'-aspimenyl)benzoxazole can be used as
fluorochromes in epifluorescence microscopy Fdnsecaea pedrosoATCC 46428. 6-N-
acylaminocoumarins and 2-(2'-hydroxy-5'-aminoacgiph)benzoxazoles (acyl = acetyl,
succinyl) can be utilized as fluorogenic substrédeshe detection of amidase activity in fungi
of clinical interest, by thin layer chromatograplg:Nitrocoumarin proved to be useful in
detecting nitroreductase activity in these micraoigms. 5'-HBXs (R=H, NH2, AcNH) and 2-
phenylbenzoxazole do not demonstrate mutagenicnpalteon TA100 strains oSalmonella
typhimuriumin the Salmonella/microsome assay and on the lh@wain XV-185-14c¢ of
Saccharomyces cerevisam this case, the presence of a hydroxyl grouppasition 2’ is
considered to be a protective factor against ggbitoxicity. The comparison of the antifungal
activity of 5-HBXs and coumarins with phenols aadicylic acids orf. pedrosolATCC 46428
showed that the increase in molecular complexitativee to the phenyl group changes the
physicochemical parameters that correlate the dermef radial mycelial growth with the
concentration of the previously mentioned substand#e physicochemical parameters with
best correlation with the antifungal activity weTERIMOL B1 and B2 values of the
substituent in 4-substituted phenols and the higiragnergy in 5-substituted salicylic acids and
4,6,7-substituted coumarins being possible to wepaoorrelation models with only two
variables. The parameters selected have demormbtrdtev correlation with 2-
phenylbenzoxazoles. This result was also obserjesh\it was tried to obtain a sole model by
systematic screening aiming the association amieadadur classes of compound3n the other
hand, by using the absorbances related to thedrmigs of mean infrared spectra, we were able
to obtain correlation models through partial lesgtiares (PLS) for each group of substances
alone or for the combination of these groupse spectral range best correlated with the
antifungal activity was 2000-1800 ¢nat phenols and salicylic acids, 1260-1150"cand 800-
700 cm' at 2-phenylbenzoxazoles and 2000-1800"camd 900-600 cih at coumarins. An
association model among all classes was obtainetdiomng the spectral ranges of 3150-2850
cmi?, 2050-1800 crm and 1300-900 cih and such model can be described with ten factods
validation regression coeficient higher than 0.98is method presented a higher antifungal
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activity prevision power and it is shown as a newappsal for quantitative structural-biological
activity relationships studies on basis in infraspéctra of a compound congeneric series.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA



Fundamentacéo Teoérica

1.1 GENERALIDADES

Atualmente existe uma gama de compostos antifisgiddizados no tratamento de
micoses superficiais, subcutaneas e sistémicase Hastes compostos pertence a classe das
imidazolas ou triazolas, cujo mecanismo de ativedadtifiingica envolve a inibicdo de enzimas
do complexo citocromo P450 oxidase que atuam eershg etapas do metabolismo primario e

secundario de células fungicégura 1).
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Figura 1: Antifangicos azélicos utilizados na terapia de e

O desenvolvimento de antifingicos azolicos trouxe revolucdo no tratamento de muitas
infec¢des fungicas, porém, em alguns casos, teshs&vado a ocorréncia de incompatibilidade
terapéutica com esta classe de compostos em videdeua elevada hepatotoxicidade ou a

necessidade de associagdo com drogas mais toxiocas & anfotericina B, principalmente em
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casos de resisténcia a monoterapias. AnfotericingpoB ser um farmaco com elevada
nefrotoxicidade, devido ao seu precario perfil facorinético, cria situacdes peculiares e
conflitantes, levando muitas vezes os médicos wages imprevisiveis e desafiadoras no
manuseio de certos quadros de infeccBes fungicasteNcontexto, fatores tais como o uso,
muitas vezes indiscriminado, destas associacOesataidgicas, aliado a quadros clinicos
ancorados em patologias de base imunossupressaisasomo o diabetes, a corticoterapia e,
mais recentemente, a Sindrome da Imunodeficiénciquitida, tém gerado pacientes mais
suscetiveis a infec¢cdes fungicas oportunisticasplfando o espectro de novos agentes
etiolégicos) e agentes infecciosos mais resistergdsrapias farmacologicas adotadas. Soma-se
a este quadro o estabelecimento de um diagndatidio t promovendo a cronicidade da infeccao
e retardando o inicio da antifungoterapia. Nestaid®, varios pesquisadores tém atuado em
duas éareas:
a) A primeira buscando obter métodos diagnosticais precisos e mais rapidos. Em infec¢oes
fungicas estes métodos baseiam-se em principiosid®scopia, imunologia, bioquimica e
biologia molecular®. Métodos microscépicos sdo frequentemente malizastds e buscam
determinar, no menor tempo possivel, a corretaatagifa de fungos, principalmente naquelas
micoses que podem ser causadas por varios agentesno caso da cromoblastomicbse
b) A segunda buscando desenvolver novas drogas @aacteristicas mais promissoras
principalmente no que diz respeito a sua potéedizacia e seguranca no perfil farmacocinético.
No caso de novos meétodos diagnosticos tem se cddstaa microscopia de
epifluorescéncia de fungos, que se baseia na imacdg de espécimes clinicos (amostras de
cortes histolégicos ou de fluidos bioldgicos) cdoofocromos que, sob irradiacdo com luz uv,

visam obter uma melhor definicdo da microestrutiiregica tanto na forma infectante (no
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interior do hospedeiro) quanto na forma saprofifr@sente na natureza). A pesquisa de novos
fluorocromos nesta area visa facilitar a metodaloge preparo de espécimes clinicos para
analise, melhorar a definicdo de imagens buscatelttificar detalhes morfoldgicos tais como
constituintes intracelulares ou histoarquiteturamdenbrana, garantir a preservagao do potencial
fluorocrémico apos armazenamento do material biobdgorado e oferecer baixa toxicidade ao
seu manuseio.

J& o desenvolvimento de novas drogas especifarasdeterminada atividade biologica é
arduo e demorado, mobilizando profissionais derdagareas interdisciplinares e seguindo um
protocolo rigido de etapas que devem ser atingideia que 0 mesmo possa finalmente ser
colocado & disposicéo da classe médica para dizacdi. O periodo de tempo que transcorre
desde o reconhecimento do problema, passando ¢getd@de estratégia de ataque do mesmo
até a disposicdo comercial de um novo medicamerde é0a 12 anos e pode ser melhor
compreendido acompanhando-se um fluxograma sicgulifi das etapas envolvidas neste
trabalho (figura 2).

Como pode ser visto o trabalho inicia com a selege uma nova estrutura base ou
protétipo a partir do qual sao feitas as modifiesguimicas desejadas, visando obter um grupo
de moléculas a ser submetido a ensaios biologimecéicos. O trabalho segue com estudos de
toxicidade, incluindo dose letal, genotoxicidadelf@génese) e teratogenicidade.

A selecdo de um novo protétipo molecular poderdsigeada pela descoberta ao acaso
(por exemplo, penicilina), pela triagem empiricaglap extracdo de fontes naturais, pela
modificacdo molecular, pela latenciacdo ou pelagjemento racional

Os produtos naturais estdo entre as principassetade moléculas com potencial para a

producdo de novas geracdes de compostos antif@gieado que boa parte dos antifungicos
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naturais é de origem vegétaEstes compostos podem ser de natureza constitotivindutiva
neste Ultimo caso, sendo produzidos somente emnsii@ncias especiais como na invasao por

fitopatdgenos como é o caso das fitoalexinas, grecis das cumarinas

| Reconhecimento do problema|

Planejamento quimico
1-Fontes naturais

2- Modificagdo molecular 4| Pesquisa biobliografica |—| Planejamento biolc')gico|
3- Latenciacao

4- Planejamento racional

| I Programa conjunto de pesquisc{ |

| Métodos de sintese | Métodos de ensaio |

| QSAR |

| Sintese de anélogor I Protecéo por patente |—| Ensaios preliminares |

| Desenvolvimento de processo|—| Pesquisas bioguimica Ensaios pormenorizadosl

Farmacologia detalhadal

| Estudos fl'sico-quimicos|

| [ |
| Processo semi—industria|| Controle de qualidade
| Desenvolvimento farmacotécnico Farmacologia clinica |

| Producéo industrial | |
Estudos farmacocinéticos

MEDICAMENTO NOVO

Mercadologia e promocéo
Informagédo ao médico

Figura 2: Protocolo aplicado no desenvolvimento de um noumd&c.

A modificagdo molecular é conhecida como métodoamistico de sintese de estruturas
aparentadas ou congéneres previamente planejadsmde aprimorar suas propriedades
biolégicas do ponto de vista farmacéutico, farmaegico e farmacodindmico. Cabe salientar

que a maioria das alternativas terapéuticas atumdndisponiveis sdo resultados deste processo
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de planejamento, o qual também tem fornecido indgdes importantes sobre as relacdes
qualitativas e quantitativas entre a estrutura @#ne a atividade biolégica especificela
modificacdo molecular podem ser obtidos derivadws propriedades superiores em relacéo ao
protétipo, em geral com menos custo e tempo deugém

A latenciacdo tem como principios promover a atiées na estrutura do protoétipo de
modo a gerar uma forma inativa, conhecida comaofgmbaco, quein vivo, € liberado para o
tecido alvo apos biotransformacao (enzimatica dmupa).

O planejamento racional baseia-se na sintese mheadas a partir de informacdes
detalhadas ao nivel molecular das bases bioquintdaasdoencas e inclui a descoberta de
moléculas e processos responsaveis pelos efeitbsos, bem como a estrutura molecular dos
alvos de interagdo com os farmacos visando otim&Zasua especificidade. Diferente da
modificacdo molecular, o planejamento racional ibidga a descoberta de estruturas
completamente novas em relacdo ao protétipo.

A escolha do processo de selecdo de um protétipga sua conseqiente otimizacao
molecular estdo na dependéncia de um conjunto skacanvisando correlacionar qualitativa e
quantitativamente uma determinada atividade biokgiDiversas metodologias tém sido
difundidas visando obter, através de um conjunt@a@metros fisico-quimicos e de ensaios
biolégicos especificos, a correlacdo entre estutuatividade bioldgica. Estes ensaios incluem
métodos de regressao linear multivariada, algostgenéticos ou métodos quimiomeétricos e a
sua escolha ir4 depender fundamentalmente do nimeedados disponiveis tanto com relacdo
ao numero de derivados investigados em uma detadainmesposta biologica (atividade
fungistatica, por exemplo) ou com relagdo ao nurderparametros fisico-quimicos disponiveis

para descrever a estrutura destes derivados quitricos .
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Os derivados benzazélicos estdo entre as classepratotipos moleculares mais
investigadas quanto ao seu potencial para desem@ito de novos agentes antifiingicos.
Derivados desta classe de heterociclos apresentanadical 2-(2’-hidroxifenil) tém sido alvo
também, ja had muito tempo, de investigacbes naesdnte fluoréforos por apresentarem
transferéncia protonica intramolecular no estadoitato (ESIPT, do inglés, “excited state
intramolecular proton transfet’)'? que lhes confere diversas propriedades tais como
estabilidade, grande deslocamento Stokes e, enmsalgasos, aplicagbes como corantes para
LASER. Estes compostos também tém encontrado algpiiwacédo como sondasoleculares”

15 porém carecem de estudos quanto ao seu potarwiad antifingico, fluorocromo ou
substrato fluorogénico.

Similarmente, outra classe de heterociclos que gamhando destaque, quanto a sua
aplicacdo como antifingico, nos ultimos anos, sa@wanarinas. Muitos dos seus derivados
apresentam propriedades fluorescentes, também satiivados em diversas areas da
fotobiologia como citometria de fluxo, fototerap{ao caso de furocumarinas), fotofisica
(corantes para LASER) e bioquimica analitica (offiende substratos fluorogénicos para
deteccdo de atividades enzimaticas especffitisEsta aplicacdo tem se restringido a algumas
poucas cumarinas, deixando o campo aberto para merivados.

Uma infeccdo fungica tipica de clima tropical e quem causando resisténcia quanto a
terapias antifangicas farmacologicas é a cromalfaisose. Seus agentes etioldgicos tém como
caracteristica a deposicdo de um pigmento orgéecmminado melanina, que Ihes confere

resisténcia a destruicdo pelo sistema imune doedesm humano influenciando também no

perfil histopatolégico das lesdés
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A pesquisa de novos farmacos com potencial citodogspecifico contra estes agentes
bem como a descoberta de novos métodos de mamagéibuorocromos, que permitam realizar
um diagndstico seguro desta micose ou observaaegites morfoldgicas decorrentes de acao de
novos compostos antifingicos, podem garantir umbonequalidade de vida aos pacientes
acometidas por esta micose.

2-(2’-Hidroxi-fenil)benzoxazolas (HBXs) e cumarmado heterociclos que atendem a estas
duas necessidades uma vez que ambos apresentadavgaima de aplicacdes bioldgicas, séo, de
maneira geral, de facil obtencdo em laboratoripresentam propriedades fluorescentes.

2-(2’-Hidroxi-fenil)benzoxazolas 5'-substituidasHIBXs) apresentam um vasto potencial a
ser explorado quanto as suas propriedades fluotesc® pesquisas nesta area, seja como
fluorocromos para estudos de microscopia fluoréscen como substratos fluorogénicos para
deteccdo de enzimas, visando o desenvolvimento é®dwes bioquimicos analiticos mais
especificos. Por outro lado, o seu potencial tdé&gioo € pouco conhecido e, face ao interesse
de aplica-los futuramente como produtos no mer¢aaonacéutico, seria interessante explorar o

seu potencial mutagénico, visando o estabelecimintscos de exposicdo ao seu manuseio.
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 MICOSES SUBCUTANEAS E CROMOBLASTOMICOSE

As micoses subcutaneas séo infec¢gdes promovidagnpa@rupo de fungos que ataca o
homem e também os animais vindo localizar-se pmefésimente no tecido subcutafido
Normalmente estes agentes séo introduzidos no teispatravés de implantacbes traumaticas
desenvolvendo a lesdo a partir do ponto de ino&alapm diferentes padrbes morfolégicos.
Apo6s implantacdo o agente fungico pode permanemmlitado ou se disseminar por via
hematogénica ou linfatica.

A evolucao clinica da infeccdo depende da resigtéhe hospedeiro, da quantidade do
inoculo e, principalmente, da viruléncia do fungoviruléncia dos fungos esta associada a um
conjunto de eventos metabdlicos que culminam, ap&ua inoculacdo, com modificacdes
morfofisiolégicas no interior do hospedeiro, tordaro resistente aos mecanismos imunes inatos
e adaptativos de destruicdo obrigando entdo o estemhpia farmacoldgica para o devido
controle da infeccéo.

Na maioria das infeccdes subcuténeas, os agentdsris@m virulentos devido a
caracteristica de polimorfismo, uma variacdo nafohmgia em relagdo ao ambiente natural
como resposta a uma adaptacdo ao ambiente agressihospedeird. Alguns fungos que
crescem normalmente emabitat natural na forma de micélio adaptam-se ao tecitholgéneo
transformando-se em corpos fumagoéides assim deadwsnpor apresentarem-se na forma de

células leveduriformes globosas ou arredondadas pamde espessa e podendo ou nao
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apresentar divisdo interna como € o caso de agdatesomoblastomicose, em particular de
Fonsecaea pedrosol

A cromoblastomicose € uma infeccdo micética créreca@ambém conhecida como
dermatite verrucosa por produzir, em meio a quadiogos diversificados, uma forma classica
caracterizada principalmente pela formacdo de $es@eacteristicamente verrucosas ou em
forma de couve-flgr*°

As lesdes costumam ocorrer com maior frequénciagmeultores do sexo masculino e
localizam-se normalmente nos membros inferioresicipalmente em pernas e pés, seguidos
pelos membros superiores devido a maior exposigitasl areas a acidentes laborais por
traumatismo com gravetos secos (habitat natural afmsites desta dermatopatolotiaf
possivel, entretanto, encontrar lesées no trone@escoco, na face e nas nadegas. Nos Ultimos
anos uma variedade de formas clinicas e novoss sit localizagdo anatdmica tém sido
divulgados muitos deles associados a quadros gendisacdo envolvendo 6rgaos internos como
pulmdes e cérebfo

Os fungos envolvidos na etiologia da cromoblastose pertencem a familia

Herpotrichielacea® uma subdivisdo atual da familBematiaceaee s&o caracterizados por
produzirem um pigmento negro na sua parede cdllpartir do 1,8-di-hidroxinaftaleno, DHN)
conhecido como melanina-DHN ou feomelafirfa As unidades de DHN s&o copolimerizadas
com residuos de glicidios, lipidios, aminoacidgmbpeptideo® sendo finalmente depositadas
na parede celular de formas vegetativas e parnasit&iste biopolimero € um fator de viruléncia
produzido e armazenado para induzir a penetracgaidgeno na planta e protegé-lo de fatores
ambientais agressivos como luz uv, acidez e Taldas formas parasitarias em humanos a sua

producdo esta relacionada com o padrdo de respufiamatéria granulomato$d® e a
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cronicidade da cromoblastomicose possivelmente @ngadb da dificuldade das células do
sistema imune inato e adaptativo destruirem a fonfieatanté®.

Entre os agentes etiolégicos da croblastomicos# €sinsecaea pedrosofFonsecaea
compactaPhialophora verrucosaCladosporium carrioniie Rhinocladiella aguaspers®utras
espécies menos comuns includmophiala jeanselmee Wangiella dermatitidis As cinco
espécies inicialmente citadas produzem, quandouladas em &gar batata-dextrose ou
Sabouraud, colbnias filamentosas negras, que va@mie-oliva ao marrom e preto, crescendo
lentamente por cerca de quatro a seis semanadatéago de corpos de frutificaddo

O diagndstico laboratorial € feito pela identifidgagnicroscépica de corpos escleréticos
ou fumagoides em fragmentos (figura 3 B) ou biédsipele (figura 3 A) e pela identificacdo do
agente ap0s isolamento e cultura em placa em nadiougaud, Sabouraud com cloranfenicol ou
Sabouraud com cloranfenicol e ciclo-heximida. A nttfecacdo do agente baseia-se na
observacdo de corpos de frutificacdo pela técneandrocultivo de modo a identificar os
diferentes padrdes de conidiogériéseF. pedrosoi apresenta conidiéforos contendo
blastoconidios primarios (Coriundos de células conidibgenas simpodiais &&Sjentando um
a quatro conidios secundarios\Qjue, por sua vez, suportam um a quatro contdigsarios
(Cs) os quais culminam com cabecas de conidios espépp(figura 3 C). EmF. compacta
este arranjo € mais dens@. carrionii apresenta micélio com cadeias ramificadas de
blastoconidios (figura 3 D). Ef. verrucosaos corpos de frutificacdo aparecem como fialides
vasiformes com esferas de fialoconidios (figura).3RE aquaspersapresenta-se como conidios
unicelulares que emergem em dire¢cdes opostas rta gorconidiéforo lembrando uma palma
(figura 3 F).F. pedrosoie F. compactapodem apresentar variagbes micrormorfolégicas seno

frequentes semelhantes a espécieSlddosporiumRhinocladiellae Phialophora
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Figura 3: Micromorfologia de agentes de cromoblastomicoseBACorpos muriformes

em biopsia de pele e tratados com KOH, respectimtené€: Fonsecaea pedrosa@om

células condidgeas simpodiais (CS), conidios pioedC), secundarios (£, terciarios

(Cs) e cabecas de conidiossCD: Cladosporium carrionii E: Phialophora verrucosaF:

Rhinocladiella aguaspersa
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A histopatologia da cromoblastomicose caractesegela formacédo de reacdes tissulares
cutédneas granulomatosas constituidas por macrofeélogas gigantes, linfocitos, plasmacitos e
neutréfilos, com presenca de microabscessos, gmnaasl e fibroplasia estando esta reacgéo
granulomatosa associada & presenca de componenpeseadie celuldt*’. O fungo encontra-se
nestas condicdes sob a forma de células castamtumsdas ou poliédricas, de parede espessa
(figuras 3 A e 3 B) medindo cerca de 5 aui?, isoladas ou agrupadas. Apesar da diversidade
morfologica no micélio reprodutor dos agentes demoblastomicose quando cultivados em
agar, na lesédo tecidual todos se modificam paradrdp de células muriformes, tornando
impossivel a identificagcdo do agente por visuaipagicroscopica. Neste caso, tem-se lancado
mao de técnicas imunoldgicas, principalmente a odifnsdo, visando diferenciar os agentes
por reacfes antigénicas em funcdo de componentpardde celular (antigenos somaticos) ou
secretados (exoantigenos) tais como lipidios efra$ no tecido ou meio de culttirdl Desta
maneira tem sido possivel sepdparverrucosaF. pedrosoj F. compactae C. carrionii deW.
dermatitidis?.

A especificidade destes exoantigenos também tdm isvestigada para aplicacbes em
reacfes de intradermorreacdo, visando estabelesediagnéstico precoce da doenca e do
agentd®* Porém, no estagio de conhecimento em que se eaasie assunto, os estudos tém
demonstrado que ha um certo grau de resposta eredce os diversos agentes, bem como
agentes de outras micoses ndo relacionadas tormdmid@atorio o isolamento e cultivo em agar
para sua completa identificagc&o.

A identificacdo € importante uma vez que a ingéado quadro clinico, a morbidade e a
evolucdo da doenca apds a terapia parecem tetag@wecom o tipo de agente etioldgico. Logo,

o desenvolvimento de novas técnicas que melhorenvisaalizacdo e detalhes da
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micromorfologia destas estruturas pode vir a beizfio estabelecimento de um diagnéstico
mais correto e, consequentemente, de uma terajsaanequada para o paciente.

Clinicamente a cromoblastomicose apresenta-seos@apicamente multivariada o que
dificulta o seu diagnéstiéd®. Normalmente sdo observadas lesées com localizaBxeral, de
evolucéo crbnica subdivididas em dois grupos:

a) Lesdes nodulares: situadas principalmente emhbmosinferiores que iniciam por nédulos
violaceos pequenos com crescimento lento e conéysdendo ulcerar com o passar dos anos e
adquirir aspecto vegetante ou verrucoso (couvé-fligura 4 A).

b) Lesdes em placas que surgem em qualquer papelela iniciam por papulas pruriginosas de
coloracdo vermelha violacea e crescimento excénffigura 4 B). Com a evolucao estas lesbes
assumem aspecto de placas com bordos papilomatisidEeos, recobertos por crostas

sorossanguinolentas podendo conter zonas cic@&rietaateis no seu interior.

Image Courtesy of L.
Copyright ® 2000 Doctorfungus Corporation

Figura 4: Aspectos clinicos de lesfes cronicas de cromobastse. A: lesdo vegetante;

B: lesdo em placa eritémato-descamativa.
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Quanto ao tratamento a cromoblastomicose é umantides fangicas mais rebeldes
quanto a resposta terapéutitd> Na maioria das vezes o tratamento é longo e tsugei
recidivas, podendo em alguns casos instalaremsseagocronicas extremamente resistentes a
terapia. Os tratamentos dividem-se em cirargidasreacologicos.

Para lesdes pequenas estdo mais indicados cpiateraletrocoagulacdo e exérese
cirirgica. Para lesdes maiores € necessaria aaenaglicamentosa sendo fluocitosina a droga de
escolha. A remissdo costuma ser rapida acompardedacidivas, 0 que obriga associacoes
mais agressivas com outros antifingicos tais confotericina B, tiabendazol e itraconazol.
Mais recentemente estdo sendo investigadas mopiagreom voriconazol que em ensaios
vitro tém demonstrado eficacia igual ou superior em tlamsle agentes de cromoblastomicose
em relacdo & fluocitosina e ao itracondzd|

O uso prolongado de antifungicos pode trazer cimangbes tais como a hepatotoxicidade
com azélicos ou nefrotoxicidade com anfotericinadtessitando muitas vezes a interrupgéo
temporaria do tratamento para recuperacoes dastgse’. No caso de anfotericina B este
problema tem sido resolvido parcialmente com a¢hicdo da forma farmacéutica lipossomal,
porém com elevacdo dos custos da terapia. Alénesigsbcedimentos sdo necessarias outras
medidas terapéuticas tais como antibioticoterapimeglidas anti-sépticas locais, visando o
controle de infeccdes bacterianas secundarias aplenp complicar o quadro clinico e a resposta
terapéutica. Em casos mais severos torna-se ngaessdnputacdo de membros.

Como pode ser visto, trata-se de uma infeccdordedg morbidade que nédo leva o
paciente a morte, mas pode trazer graves comproe@ibs do seu desempenho funcional e,
consequentemente, de sua condi¢cdo social. Estesdanotivam a busca de novas alternativas

medicamentosas mais potentes e com novos mecanggnagao, principalmente visando um
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menor numero de efeitos adversos para permitip casessario, um tratamento prolongado
mais seguro. Nesta situacdo surgem, como alteasapivomissoras, compostos heterociclicos
tais como os derivados de benzoxazolas e de cumsatifas propriedades antimicrobianas e,
particularmente, antifingicas tém sido alvo de stigacdes por diversos pesquisadores nos

ultimos anos.
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1.2.2 SINTESE E ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE 2-FENILBEROXAZOLAS

Sistemas benzazdlicos tém-se tornado alvo de pasqulevido as suas aplicacdes
potenciais como intermediarios na sintese de posddarmacéuticos por apresentarem
propriedades analgésicas antiespasmaodicas, vasdditas, antiinflamatoérias, anti-histaminicas,
antibacterianas, antivirais e antifUngicas. Benzobes, particularmente, vém se tornando alvo
de interesse para sintese de novos agentes citmsépor alguns pesquisadofes Logo, num
trabalho de sintese de novas benzoxazolas comgutagdes antifungicas e fluorocrémicas torna-
se necessario revisar as metodologias disponies gresso a estas estruturas e sobre suas
propriedades antifingicas, visando obter relac@®se eestruturas-atividade que direcionem a

sintese de novos representantes desta familiae®tielos.

1.2.2.1 Sintese de 2-fenilbenzoxazolas

2-Fenilbenzoxazolas podem ser obtidos por umadgravariedade de métodos de
condensacdes divididas em duas grandes classama@snsacdes oxidativas e as nao oxidativas,
sendo que a maior variedade de métodos residémaigar class&**

As condensagfes oxidativas baseiam-se na rea¢é® @m aldeido aromatico e um
derivado deorto-aminofenol, em proporcdo equimolar, em presencantl@gente de oxidacéo,

sendo nitrobenzeno o primeiro agente a ser utilizEda este fim (figura %)
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Figura 5: Método geral de obtencédo de 2-fenilbenzoxazolaceialensacdo oxidativa

entreorto-aminofendis e benzaldeidos.

Inicialmente formam-se as correspondentes bas8gli#f que posteriormente completam
a condensacao intramolecular gerando o produtgadkseNeste caso, observa-se que grupos
desativadores presentes no anel de fenila na pog&icdiais como halogénios e grupo nitro,
melhoram o rendimento (60-80 %) enquanto que grigpd®xila diminuem sensivelmente o
rendimento (40-50 %). A substituicdo do nitrobemzpnor outros solventes como acido acético
tem sido relatada, visando obtencdo de 2-arilbeazmgironas (benzoxazolas associadas com
nucleos de pironas) com rendimentos varidveis

Ciclizagbes oxidativas de bases de Schiff oriurdtaxondensacéo deto-aminofendis
com aldeidos aromaticos tém sido investigadas catma® condicdes oxidantes. Rendimentos
bons a moderados s&o alcancados com reagentesrtaisetraacetato de chunifiperéxido de
niquef®>, manganato de baffy cloreto de cobre em presenca de oxigBnication radical
tiantreno (na forma do seu sal de clordtajiacetato de iodobenzéfiotriacetato de mangarés
ou diéxido de manganés suportado em silica-gel moanoonda3’. Oximas em presenca de
clorito de célcio suportado em alumina sob ativgg@omicroondas (60-80 W;4-5 min) também

geram 2-fenillbenzoxazolas com rendimentos conattter elevados (75-95 %)
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2-Fenilbenzoxazolas também podem ser obtidas @odensacdes oxidativas através da
reacdo de &lcoois benzilicos como-aminofenol em presenca de Ry@Ph):°. Neste caso, o
reagente oxida o alcool benzilico a aldeido qugergaontamente formando a base de Schiff
com subseqiente condensacdo deste intermediariqpresenca de novo equivalente do
catalisador, gerando o composto desejado.

A segunda classe de condensac¢Oes baseia-se &a egdie derivados do acido benzdico
(incluindo ésteres, cloretos de &cido, anidrido#trdas) eorto-aminofendis e ocorre sob a agéo
de &cidos fortes, tais como &cido cloridrico, sigfi concentrad ou polifosféric* em

temperaturas elevadas (figura 6, rota a)).
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Figura 6: Métodos de obtencéo de 2-fenilbenzoxazolas poraswsatdo ndo oxidativa.
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Outros agentes de condensacdo tais como §uidlatolueno sulfénico/tolueno sob
refluxo®® e éster de polifosfatdtém sido empregados. Reacdes de condensacéo tamodém
ser realizadas na auséncia de agentes de conderesapéegando altas temperaturas e tempos
prolongados de aquecimento (24-48 h) utilizandowesdkes de alto ponto de ebulicio em
condicBes anidras tais como xiléhadimetilsulféxido e Dowther’f ou fusdo térmica sob agéo
de microondas.

O mecanismo desta reagédo sob acdo de acido patiéms e utilizandoorto-aminofenol e
acido benzodico como modelo, envolve a formagdo d® R-hidroxibenzanilida como
intermediarid®. O mecanismo acima ndo é aceito por unanimidadeven que na obtencédo de
benzimidazolas, a partir de derivados do acido dienzcom orto-fenilenodiamina ndo ha
possibilidade de geracdo do éster, acreditandateengste caso haja formacdo direta de uma
amida. A reacdo é realizada normalmente a tempasatwe variam de 180 a 250 °C, por cerca
de duas a quatro horas apdés o que o material glovesvbre gelo e deixado descansar para
promover a hidrélise do acido polifosférico. Contaemetodologia tém sido obtidas diversas
benzoxazolas funcionalizadas tanto no anel benobamo no radical fenila principalmente
para aplicagcdo em estudos de fluorescéncia pasfér@mcia protdnica intramolecular no estado
excitado (ESIPT, ver item 1.2.4.1) com rendimentasodveis particularmente para 2-(2’-
hidroxifenil)benzoxazol (HBO) e 2-(2'-hidroxi-5'-aimofenil)benzoxazol (HAMBOY.

Acidos carboxilicos também podem originar 2-femilboxazolas em presenca de &cido
polifosforico, por condensacdo com derivados deildeida substituidos por grupos
desativadores e com a posigéara bloquead? (figura 6, rota c)). A reacdo necessita de dois
mois de &cido carboxilico para um mol de fenol dormacéo deN,O-diacilfenil-hidroxilamina

que se rearranja pardl,O-diacil-orto-aminofenol via substituicdo nucleofilica aromética
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intramolecular. Esta proposta mecanistica € reflargaela presenca necessaria de um grupo
desativador na posicdmara da fenilazida. Por fim o acido fosférico catalzaondensacéo final
intramolecular do intermediarid, O-diacil-o-aminofenol gerando o produto esperado.

Uma alternativa para os derivados do acido benz#da a sua substituicdo por haletos de
arila, permitindo uma maior variedade de derivadesfacil acesso que originam aso-
hidroxibenzanilidas por condensacdo camo-aminofendis via carbonilagdo catalisada por
paladid’. As anilidas assim formadas podem ser submetidasclizacdo intramolecular
desidratante por adicdo de acigmsa-toluenosulfénico ou metanosulfénico (figura 6,arat))
gerando 2-fenillbenzoxazolas com rendimentos cendickis.

2-Fenilbenzoxazolas podem ser obtidas tambémegigdo de condensacao intramolecular
de orto-hidroxifenilamidinas geradasn situ por eliminagdo de halogénio derto-
halobenzanilidas em presenca de amida de pot&ssioia (figura 6, rota bjj. Com posterior
aquecimento é possivel a obtencdo de diversasiBdenoxazolas com rendimentos na faixa de

50 a 85 %.

1.2.2.2 Atividade antifingica de 2-fenilbenzoxazosa

Nos ultimos anos as benzoxazolas e analogos tirabio de intenso estudo com relagéo
as suas propriedades antitumorais, antibiéticastigirais, originando uma variada classe de
novos inibidores ndo-nucleosidicos, da topoisoneelada transcriptase reversa do HIV-1 e da
girase do DNA ambos contendo um grupo arila ouilalqdevidamente funcionalizados na

posicdo 2 do sistema heterociclft®¥ conforme pode ser observado na figura 7. Estégaders
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tem sido testados contra bactérias gram-positigasn-negativas e leveduras indicando uma
ampla variedade de efeitos antimicrobianios vitro particularmente contra a bactéria

Pseudomonas aeruginosaa levedur&andida albicans.

N Me ND/Me
OD/ Rl—QY o)
[16] [17]
Ry
Ry =H, Cl, Br, NG Y=0,S R=H,Cl
Rl Rl
N N Me N
~ O O
Ry Y O Me o) o Me
[18] [19] [20]
Y=0,S, R=H,Cl,Br R1=Cl, F, NG, CHz, OCH;
R, = H, Cl, CH;, OCH;

Figura 7: Modelos de algumas benzoxazolas com propriedadésniemobianas,

antifangicas, antivirais e antitumorais.

Em 2-fenilbenzoxazolas o grau de substituicAoatareza e a posicao do substituinte no
grupo fenila influenciam marcadamente a naturezatigalade antifingica conti@. albicang®,
Por outro lado o composto UK-1 (figura 8), uma bistoxazola natural isolada de extratos
organicos de culturas d&treptomyces sbl17-02 e com propriedades citotoxicas bem
documentadas contra linhagens de células leucénméas inibe o crescimento de bactérias
L-l 39.

gram-positivas, gram-negativas, leveduras ou furgosncentracdes de até 2,50%hol

J& os derivados semi-sintéticos metil UK-1 e deiroét-1 apresentaram atividades inibitoria
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sobre o crescimento de bactérias gram-positivaara-gegativas, sendo metilUK-1 ativo contra

leveduras e fungos filamentosos.

N NH 2 3]
Rl CORy

21] [22] O
[24]
UK-1 Ri=Me, R = H R;=Bn, R = Me
MUK-1  R;=Me, R=Me R,=Bn, R =H
DMUK-1 R;=H, R = Me Ry = H; R, = Me

Figura 8: Derivados do UK-1 com propriedades antimicrobianagtifUngicas e

antitumorais.

A substituicdo do grupo oxo no radical benzox#atie UK-1 por um grupo amino
gerando um radical benzimidazolila e a simplificaga estrutura utilizando os derivados [23] e
[24] levaram a um menor espectro de acdo e a umaugdo da poténcia antineoplasica e
antibacterianaStaphylococcus aureesPseudomona aeruginoga

Nestas mesmas condi¢cdes HBO ([23]) ndo se mos&nucitotéxico nem antibacteriano
de acordo com relatos anteriores de falta de atiicantibacteriana (> 1x10nolL™?) para este
compost8”. Segundo os autores, o resultado observado pastae relacionado com a baixa
capacidade do HBO em complexar o ion magnésio, wenaque a atividade citotoxica, pelo
menos em ceélulas neoplésicas, estaria relacionata & formagdo de um complexo

DNA+HBO+Mg?*, & semelhanca do observado com UK-1
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1.2.3 SINTESE E ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE CUMARINAS

Cumarinas ou 2-1-benzopiran-2-on&%s&o compostos que ocorrem no reino vegetal tanto
na forma livre como combinada com glicosideos. #&mwilias Apiaceae, Rutaceae, Asteraceae,
Fabaceae, Oleaceae, Moraceae e Thymelaceae est@oagnmais citadas na literatura pelo
conteido em cumarin¥{sestando estes compostos associados com mecardsnioigracio da
planta com agentes externos (funcéo de fitoalekiAgyresentam diversas atividades bioldgicas e
por isso sdo alvo crescente de pesquisa na ardarrdacos com atividade anticoagulante,
estrogénica, fotossensibilizadora da pele, vadaditea, antielmintica, sedativa, hipnotica,
analgésica, citotoxica, antimicrobiana, antivimlparticularmente, antifingica. A seguir serdo
apresentados algumas metodologias referentes e@sesile cumarinas e posteriormente serao

enfatizados alguns estudos de atividade antifurgginaderivados cumarinicos.

1.2.3.1 Sintese de cumarinas

Os métodos tradicionais de sintese de cumarinssidma-se em reagfes de condensacao
entre derivados de fendis, do benzaldeido ou ddlf@igilcetonas com agentes alquilantes tais

como éstereg-cetoésteresy-hidroxiacidos entre outr8%
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O primeiro método a ser descrito para a sinteseigharinas foi proposto por Perkin e tinha
como principio a adicdo nucleofilica de um residigoacetato oriundo de anidrido acético a

carbonila do salicilaldeido catalisada por acefatsddio anidro (figura 9, rota a)).
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Figura 9: Métodos de obtencdo de cumarinas partindo-se deades de salicilaldeido ou

de alquilfenilcetona.

Outros enolatos derivados do éster malénico of3-detoésteres, tais como malonato de
etila, acetoacetato de etila e cianoacetato d& gegrado# situ por acdo de bases orgéanicas tais
como piridina e piperidina, também se condensam aww-hidroxialdeidos ouorto-
hidroxiacetofenonas originando cumarinas funciaaaas na posicddRfigura 9, rota b)). A

condensacao derto-hidroxialdeidos com acetonitrila também é possiesde que se utilizem
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bases mais fortes tais como hidréxido de potadsmdkico ou etoxido de sédio, originando 3-
fenilcumarinas.

Uma alternativa para a construcao do anpirona de hidroxi-, metoxi- e nitrocumarinas é
a reacao de um reagente de Wittig, o carbetoxiemgttifenilfosforano, com derivados de
salicilaldeido em dietilfenilamina com ou sem sabe’ ° (figura 9, rota c)).

Cumarinas 3,4-dissubstituidas, ndo disponiveiospehétodos tradicionais, podem ser
obtidas por sequéncia de trés etapas envolvendoalimente a condensacdo daeto-
hidroxiarilalquilcetonas ea-bromoésteres, em presenca de zinco (reacdo dernieéhy),
seguida por desidratacdo com cloreto de tionilairglipa e finalmenteO-dealquilacdo e
lactonizacéo com &cido iodidrico e acido sulftrifigura 9, rota dff. Orto-nitrobenzaldeidos
também originam cumarinas por condensacdo com &oidtdnico e derivadds Os
intermediarios assim formados sdo submetidos ardeitlizacéo, na presenca de cobre em po,
gerando cumarinas com bons rendimentos (figurg 9, e

Um segundo grupo de reacdes de obtencdo de camagmvolvem condensacbes de
agentes alquilantes via substituicdo eletrofilicagtica com derivados fenélicos. Pechmann foi
qguem descreveu pela primeira vez esta classe ¢éeaitilizando acido DL-malico que, sob
condicbes &cidas enérgicas, gera o carbocationraxii2-carboxietila o qual condensa com
fendis® (figura 10, rota a)).

Trata-se de um método de aplicabilidade respités a presenca de grupos desativadores
nos fendis inviabiliza a reac&o Acido citrico, em condicdes semelhantes, origina 4-
carboximetilencumarinds Quando se utilizam derivados fecetoésteres em &cido sulfdrico a
frio, esta reacdo origina cumarinas 4-substitugdas elevados rendimentos (80-90 %), como no

caso da 4-metilumbeliferofixfigura 10, b)).
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Figura 10: Métodos de obtencéo de cumarinas a partir defend

Fendis 3monossubstituidos ou 2dissubstituidos com grupos alquila, hidroxila e
dialquilamino fornecem bons rendimentos de cumarirfeendis com grupos desativadores
fornecem rendimentos menores ou ndo reagem. O @gaifioico pode ser substituido por outros
catalisadores acidos de Lewis tais como cloret@ideo, cloreto de aluminio, trifluoreto de
boro™®, resinas trocadoras de cétibhse catalisadores sélidos suportddosRendimentos
melhores com tempos reduzidos de reagéo podenbisg@o®realizando as reagdes sob irradiagéo
com microondas®. Alteracdes na orientacdo da condensacdo podenohiielas com os
mesmos reagentes e diferentes agentes de condeiesagd no caso do cloreto de aluminio que
gera 6-metoxicarbonil-5-hidroxi-4-metilcumarina cogsorcinolato de metila e acetoacetato de
etila, ao passo que em &acido sulfirico obtem-senagpe6-metoxicarbonil-7-hidroxi-4-
metilcumarin&®.

B-Cetoésteres ou compostos relacionados podem dmstitgidos por derivados do

propinoato de etila que, em presenca de §(BoBEICHCI;, acetato de sodio e &cido férmico,
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adicionam-se a alcoxifenéis originando 4-metil dedilcumarina®’ (figura 10, rota c)).
Posteriormente, foi proposta a sintese em uma ,etepd-fenilcumarinas via condensacédo de
acidos fenilpropinénicos com fendis em presencandatmorilonita K10 e sob irradiagdo com
microonda&' (figura 10, d)). A substituicdo de montmorilonikalO por APF/TI(OAC)* ou a
utilizacdo de estanatos de dfil@ triacetatos de arftatambém proporciona a sintese destes
derivados cumarinicos.

Considerando-se os métodos acima apresentadosseatieer que para cumarinas mais
simples como umbeliferona e 4-metilumbeliferonaadensacdo de Pechmann entre resorcinol
e acido DL-malico ou acetoacetato de etila aindandétodo mais adequado. J& cumarinas 6-
substituidas com grupos nitro e amino podem sénfante acessiveis por nitracdo da cumarina,
seguida de reducdo com ferro e &cido clorififida 6-nitrocumarina, uma vez que em termos de
orientacdo para a substituicdo eletrofilica aroradti posicdo 6 da cumarina encontra-se mais
ativad4®. Uma vez reduzido o grupo amino, é possivel angfite de amidas por métodos

tradicionais de acilacdo como a acilacdo de Sah&teimanf?.

1.2.3.2 Atividade antifangica de cumarinas

Cumarinas séo considerados metabdlitos de deéeptadtas contra fungos e em algumas
plantas sdo de natureza constitutiva. Em deterraghaduacdes de infeccdo por fitopatdogenos,
observa-se o acumulo induzido de certos derivadmsadnicos nos tecidos vegetais, que
impedem a multiplicacéo celular do agente invisafma caracteristica destes derivados, junto

com outros heterociclos oxigenados, é a presenchidiexilas fenélica®®® Os principais
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fatores que interferem na producdo destes compsefim® potencial de biossintese do tecido
hospedeiro e o grau de resisténcia do pafasifntre os derivados cumarinicos com estas
propriedades encontram-se a escopol&titfesculetin®, a umbeliferon¥ e a aiapin® (figura

11).

oL Tt X <y
HO o”~o HO o”~o HO o”~o 0 o o
[34] [35] [36] 37]
Umbeliferona Escopoletina Esculetina Aiapina

Figura 11: Cumarinas com propriedades antifingicas liberadageeidos vegetais em

resposta a infeccdo por fitopatdégenos.

A acao inibitéria de cumarinas sobre o crescimeetéungos parece estar relacionada com
a sintese de celulose uma vez que oomicetos, awgale celular € formada predominantemente
por celulose-glucano, sdo mais sensiveis a acaesddsrivados que fungos superiores cuja
composicdo da parede celular é predominantemenitinagglucand®. Esta caracteristica,
somada com a natureza da funcionalizacdo do sistamaarinico (hidroxilas livres ou
alquiladas) tem levado respostas variadas de fusrlgazlacao a estes compostos.

Assim, escopoletina tem apresentado propriedagtegtdéxicas sobr@ythium spenquanto
que aiapina é completamente ingfteCladosporium herbarurtem apresentado sensibilidade &
escopoletina, porém ndo a aiapina, quando avalipdo bioautografia ao passo que

Helminthosporium carbonuntem o seu crescimento radial inibido em 95 % papiaa e

somente 13 % por escopoletina a 5oL em &gat’. Curiosamente, quando cultivado em
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meio liquido,H. carbonumtem o seu micélio alterado, crescendo na formandestroma com
biomassa grandemente diminuida.

Ensaiosin vitro de escopoletina e umbeliferona cont&ratocistis fimbriatatém
demonstrado que o efeito fungitdxico destes conagadepende do estagio de desenvolvimento
do fungo, sendo a germinacdo de conidios duas veaessensivel a estes compostos que o
crescimento micelial. Quando a concentracdo ulss®a,4x18 molL™* observa-se sobre o
micélio uma atividade fungicida e sobre os clanpddss apenas atividade fungistatfca
Escopoletina e umbeliferona inibem a germinacadesp®ros com 15 = 6x10* molL™* para os
dois compostos ao passo que o crescimento miéefialhor inibido por escopoletina apesar de
que a metoxilacdo de cumarinas geralmente redum aoicidad&®*°? Simultaneamente a
inibicdo do crescimento micelial, pode-se obsewardecréscimo na conidiogénese e o aumento
de formacdo de clamidosporos, sendo estas altsragiefofisioldgicas reversiveis apoés
reinoculacdo em agar batata-dextrose (BDA).

A maior sensibilidade de inibicdo de germinacacegporos em relacdo ao crescimento
micelial por escopoletina também tem sido obseresm®phiostoma ulnil. Para a inibicdo da
germinacao foi encontrado umgfide 5x10* molL™* ao passo que para a inibicéo do crescimento
micelial IDso ficou préxima a 3x1® molL™. Sclerotinia sclerotiorumpor outro lado, mostrou
maior sensibilidade & escopoletina para inibicdacm scimento micelial com Hg = 1,5x10°
molL™ %% Aiapina mostrou um efeito fungitéxico bem maisgmbe com 1 = 1,6x10* molL™.
Neste caso pode ser observado que o aumento déagdgudos grupos fendlicos mostra um
efeito fungitdxico contrario ao normalmente obsdof& %

Outras cumarinas (incluindo furocumarinas) exasicdde Amni majus apresentaram

atividade fungistatica contihitophtora palmivorae Colletotrichum capsica concentragbes na
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faixa de 250 a 2000 mg'®. Os dados acima demonstram a importancia de fermdgenadas

livres ou alquiladas nas posicdes 6 e 7 de cunspaen a poténcia antifingica de cumarinas em

relacdo a fitopatdogenos. Este tipo de relagdo tamtkeén sido avaliado em fungos de interesse
clinica'®,

A atividade antifangica sobreCandida albicans Cryptococcus neoformans
Saccharomyces cerevisa@dspergillus nigetambém tem sido avaliada com derivados naturais e
sintéticos de cumarinas 6,7-dissubstituidas, @ris8dbstituidas e de furocumarinas angulares 2-
e 6-substituidd§®. Neste estudo foi verificado que
a) furocumarinas angulares - angelicina, pseudoisafesw, isopsoraleno e alopsoraleno -

exibiram espectro e poténcia antifingica simil#Mk na faixa de 62,5 a 250mg), sendo

a ordem crescente de sensibilida@ealbicans< C. neoformans S. cerevisa& A. niger A
substituicdo na posicdo 6 por grupos hidroxiladla ou acetila demonstrou que a
alquilacéo diminui a atividade antifingica, enqoagtie a acilagdo pouco interfere sobre a
mesma;

b) derivados da angelicina contendo grupos carboxdtogicarbonila na posicdo 8 mostraram
menor atividade que a angelicina ndo funcionaliz&fretanto as amidas correspondentes
mostraram melhor poténcia antifingica no casG.deeoformang S. cerevisae

c) derivados cumarinicos 6,7-dissubstituidos exibiagiidade mais fraca ou ndo apresentaram
atividade na faixa de concentragfes testadas;

d) entre os derivados cumarinicos 6,7,8-trissubstriidn-propilesculetina foi o que
apresentou maior espectro e maior poténcia antdang

Em termos de relacfes estrutura-atividade foiigekssoncluir que o grupo hidroxila livre

na posicao 6 parece ser importante para a ativiaiatiféingica de cumarinas em leveduras.
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Uma outra relagdo estrutura-atividade antifingesa favor de cumarinas tem sido
apresentada na avaliacdo da atividade antifungea3-thidroxi-6-metil-4-oxo-#i-piran-2-
carboxamidas sobi@. albicans, C. kruses C. parapsilosi&’’. No ensaio por microdiluicdo em
caldo com amidas do &cido kdjico comnaftiamina, 3-aminoquinolina ou 7-amino-4-
metilcumarina (figura 12) pbdde-se verificar que @srivados com o nucleo cumarinico
apresentaram melhor atividade antifingica p@ralbicanse C. krusei(MIC = 8 e 4 mgL,

respectivamente) mantendo-se inalterado (MIC =rigB") paraC. parapsilosis
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Figura 12: Algumas 3-hidroxi-6-metil-4-oxoH-piran-2-carboxamidas sintéticas com

propriedades antifiingicas contra espécieSatedida

Segundo os autor®§ a maior toxicidade do anel cumarinico, sobre m®séras de
Candidaavaliadas, poderia ser explicada condiderandokggdéese da lactona do anel de pirona
formar uma ligagdo com um receptor de membrana.

Em fungos dematidceos fitopatogénicos cumarini@ joom outros sistemas heterociclicos
tais como indolin-2-onas, quinolin-H}-onas, 1,2,3,4-tetra-hidroquinolin-2-onas, benzb-1
tiazin-3(2H)-onas e benz-1,4-oxazin-¥HPonas, benzoxazol-2kB-tionas N-substituidas e
benzotiazol-2(Bl)-onas tém apresentado atividade inibitéria sobzéngas do sistema citocromo

P450 oxidase relacionado com processos fisiologmmsmetabolismo secundério como a
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producdo de melanif& A presenca destes agentes dissolvidos no agamsaipsn vitro, leva

ao acumulo de diversos metabdlitos secundariosatkrs da rota dos policetideos. Triciclazol,
particularmente, tem sido um modelo para estudadnitecdo de sintese de melaninas em
diversos fungos dematiaceos incluindo fitopatbgenagentes de feo-hifomicose e de
cromoblastomico$é Estes compostos apresentam uma similaridadetwesitua principio,
necessaria para exercer a atividade de antimetdinzaNa figura 13 estdo apresentadas as
estruturas de moléculas representativas das cldssegstancias acima referidas tendo ao centro

a sua relacédo de similaridade estrutural.
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Figura 13: Modelos de drogas inibidoras de biossintese demma DHN e sua relacdo de

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

Os autores observaram como relagdo de similarittédeaspectos: a) a presenca de um

sistema benzobiciclico; b) contendo um atomo degénio (eventualmente oxigénio) em um

anel em posicao alfa ao anel benzénico; e c) aitubdo no atomo de nitrogénio anular e na
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posicaoperi do anel benzénico condensado ao anel heterocidisociada a presenca de uma

funcéo carbonila, tiocarbonila ou similar.

1.2.4FLUOROFOROS, FLUOROCROMOS E SUBSTRATOS FLUOROGENS&CO

Fluoroforos sdo compostos organicos que emitenafds excitacdo de uma molécula no
estado fundamental apresentando, ambos, o estadanfiental e o estado excitado, a mesma
multiplicidade. Quando utilizados para a marcac¢@ rdaterial biolégico, passam a ser
denominados de fluorocromi8$ Substratos fluorogénicos sdo moléculas (normaknen
organicas) que apds transformacéo enzimatica giéwandforos®.

Um requisito fundamental para um bom rendimengntjao de fluorescéncia é a presenca
de uma estrutura molecular rigida que minimize @aele energia no estado excitado sob a
forma ndo radiativa seja por processos fotofisi@msiversdo interna) como por processos
fotoquimicos (fotoisomerizagdes, fotooxidacdes). etc

A luz emitida no processo de fluorescéncia podensentrar na regido do ultravioleta ou
do visivel e considerando-se que a grande maiasartbléculas excitadas se encontrem no mais
baixo estado excitado singleto;(Scada molécula emite um foton ao retornar ao estad
fundamental. Conseqiientemente, utilizando-se sistede deteccdo apropriados € possivel
estabelecer uma relacdo linear entre o numero déculas excitadas e a intensidade de
fluorescéncia emitida permitindo a quantificacaaragéculas no estadq.S

A distancia entre 0 maximo de excitacdo (absongAestado fundamental) e o maximo de
emissdo (luz no estado excitado) é denominada aesknto de Stok&S. Este deslocamento

costuma estar entre 50 a 70 nm fazendo com gugndemaioria de moléculas absorva e emita
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na regido do ultravioleta. Para a utilizacdo deaewdhs como substratos fluorogénicos é desejado
que apos a conversao enzimatica o fluoréforo geemita fluorescéncia na regido do visivel o
que facilita a inspecao visual em métodos de as®ohpenho de “screening” de biocatalisadores.
Esta caracteristica pode ser alcancada pela peedergrupos croméforos adequados na estrutura
do fluoréforo como o grupo 2-hidroxibenzoilimino @g2'-(hidroxifenil)benzazolas e o grupo

2H-pirona de cumarinas (figura 14).

r@«b@r 0L,

(48]

Figura 14: Modelos de fluoréforos com seus respectivos grgposioforos (em negrito).

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

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

2-(2’-Hidroxifenil)benzazolas sé&o alvo de grandevestigacdo em funcdo de suas
propriedades fotoemissoras devido a seu maiormesrdo quantico de fluorescéncia em relagéo
aos respectivos derivados homoélogos porém semsamga da hidroxila na posicad2° A
elevada fluorescéncia destes compostos tem motipasiguisas visando suas aplicagdes como
corantes para laser e 6tica ndo lin@dr? cintiladore$®™ sensores para fibras 6ptitds
mondmeros para a sintese de polimeros fluores¢&ht®ou como sondas para marcacdo de

§4,15,129

proteina e para estudos de fototautomerismo de BN
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A presenca do cromoforo 2-hidroxibenzilimino em Z$Bpermite uma maior rigidez
estrutural a molécula pela formacédo de ligacéo ideogénio intramolecular, aumentando a
probabilidade de transmissdo radioativa entre adesexcitado e o estado fundamental de
moléculas desta natureza. Esta caracteristica tgsirupermite as HBZs a emissdo de

fluorescéncia por um outro mecanismos denominaatsferéncia protonica intramolecular no

estado excitado (ESIPT) (figura 15).
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Figura 15: Equilibrio tautomérico e mecanismo de fotoemisgéaqansferéncia protdnica

intramolecular no estado excitado de 2-(2'-hidremif)benzazolas.
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No estado fundamental e em solventes apolaresr@ics as HBZs apresentam-se
predominantemente na forma de mistura de tauténexoksin e anti. Uma exigéncia para o
mecanismo ESIPT é que somente a forsiaenol pode apresentar ESIPT no estado
excitadd™***! Em benzoxazolas o tautdmesio-enol B ([49]) é mais estavel que a forraati-
enol ([55]) e logo, sob excitagdo no seu maximoadsorcdo, gera ursin-enol excitado *k
([50]). Em solventes préticos predomina a formaedol solvatado ES([54]). Esta forma, no
estado excitado ndo permite a ocorréncia de EStiPTagdes estéricas, ou seja, pela auséncia de
um caminho direto de transferéncia entre o gruado(O-H) e o aceptor (N=C). Para o HBO,
o estado excitado *Edo enol solvatado, [53]) apresenta um tempo da-wida de 510 a 970
ns, dependendo do solvelife e o rearranjo deste conférmero para uma fosinenol é
ineficiente no tempo de meia-vida desta espéciétaeit®> Dessa maneira, a fluorescéncia
observada para este composto € devida apenasafBir{j50]) originaria da forma &([49]).

Em estados excitados singletos, o hidrogénio dakiia fenolica encontra-se mais acido,
enquanto que o nitrogénio de sistemas heterociclayresenta-se mais bas#td*> Logo,
através de ESIPT, o estado;*§50]) é rapidamente convertido no tautdmero extcitado *K;

117

(I51]) que, no caso de HBO, é 1,5 kcalthahais estavel que a forma #g50])*'". O tautdmero

ceto *K; ([51]) emite luz originando o tautdmero Ko estado fundamental ocorrendo nova
transferéncia protdnica intramolecular regenerandnol E ([49])*%.

Quando a diferenca energética entre os tauton&pg[50]) e *K; ([51]) € pequena o
processo € rapido devido a pequena barreira ereargé&tsociada a elevada converséo interna,

fazendo com que os rendimentos quanticos de flodnesa sejam baixos (f0a 10°). Este

fenbmeno pode ser corrigido pela utilizacdo deesiss benzoxazélicos volumosos que
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apresentam maior rigidez estrutural, aumentanddimemto quantico do processo ESIPTO
tautbmero ceto também se encontra rigido pelo @sEimento de ligacdo de hidrogénio
intramolecular entre os grupos N-H e C¥0e, neste caso, o processo ESIPT ocorre a uma
velocidade de 108 200 n§'"132138139para 0 HBO 0 tempo de meia-vida deste tautémeia v
de maneira inversa com a constante dielétrica ersie 2

Processos ESIPT sdo extremamente dependentes laiadgue do solvente a qual
influencia a estabilidade das espécies excitadag[58]), *K; ([51]) e da forma enol solvatada
excitada *E$ e, consequientemente, o perfil dos espectros deciose de emissio %4

No espectro de absorcdo de HBZs (figura 16, a edgyeé comum serem observadas

duas bandas relacionadas com a estrutura do enagm@o de 320 a 340 nm em solventes
apolares, sendo que o aumento da polaridade dergelleva a uma perda da estrutura vibrénica
com deslocamento hipsocromiéd A primeira banda de absorcdo (em torno de 320 @m)
atribuida a absorcédo do tautbmartdi-enol [55] enquanto que a segunda banda (em tor3d@e

nm) é atribuida ao tautdmeson-enol [49]30132

DOoOYPO~TWnWSOD®FS —

| ‘
T T 1 T I T
250 300 350 400 450 500 550 60C
Comprimento de onda (nm)

Figura 16: Modelo de espectro de absorgéo (a esquerda) eidsdenta direita) de uma 2-

(2’-hidroxifenil)benzazola.
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No espectro de emissdo de HBZs (figura 16, atd)repodem ser observadas duas bandas:
uma que predomina a maiores comprimentos de ondzgié de 450 a 600 nm e outra na regiao
de 300 a 450 nm. A banda de maior comprimento d& @) esta relacionada a emisséo da
forma ceto excitada ([51]) e a banda em menor congoto de ondaAg) a emissdo da forma
sin-enol excitada ([50]) em solventes apolares ou a oms&ura deanti-enol e enol solvatado
excitados em solventes polares confome dados espe@picos e de calculos semiempiricade
initi0114' 116—118,130,1‘}3
O aumento da polaridade do solvente provoca uhocsaento batocromico da banklg
um deslocamento hipsocrémico da bamigae uma diminuicdo na razdo de intensidade de
fluorescénciaAk/Ag, principalmente em solventes que podem realizgacéio de hidrogénio
intermolecular com a benzazbia A dimuicdo na razdo de intensidade de fluoresadngAe
com o aumento da polaridade do solvente se deveabante a trés efeitos associados: a) a uma
diminuicdo da forma &([49]) que leva a uma diminuigdo da concentrag@fodna E* ([50]) e
conseqlentemente, da forma ceto excitaga([81]); b) a um aumento na forma enol solvatada
excitada que leva a uma aumento da intensidadart#abe e ¢) a uma diminui¢cdo do tempo de
meia-vida da forma *K ([51]) nestas condi¢cdes. Consequientemente, energely apolares
(hidrocarbonetos), a banda desaparece. As bandas e Ax exibem deslocamento Stokes
anormalmente grande (150-200 nm), fazendo com spaeckasse de fluoréforos absorva no ultra-
violeta e emita na regido do visivel.

A substituicdo por grupos doadores de elétronsl(-@©Me, -NH, -NMe;) na posicéo 4’
ou 5’ do anel de fenila provoca efeito batocrénties bandas de emis$4t?#**%a0 passo que

grupos desativadores (-NHCOR, -C=C-R, -NCS) proroeteito hipsocromicg2"14>
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1.2.4.2 Propriedades fluorescentes de cumarinas

As cumarinas constituem a classe de heterociclas mtilizada como fluoréforos e
corantes para LASER, particularmente cumarinas suastituinte doador de elétrons (hidroxila,
amino ou alquilamino) na posi¢cdo 7 como a 7-amimedilcumarina. Substituintes doadores na
posicdo 6 como a 6-aminocumarina nédo sao utilizgusapresentarem menor rendimento
guantico de fluorescéncia.

O processo de emissao de fluorescéncia em aminoica®& baseado na formagédo de um
estado localmente excitado *C com forte contriboige uma configuracdo eletrénica com
separacgdo de carga onde o grupo cumarinico apraes®at carga liquida negativa e o substituinte
amino com carga liquida positiva sobre o nitrog€fioDependendo da posicdo e do
aminoderivado substituinte a separacdo de cargasgsociada a um estado de transferéncia de
carga interna torcido (TCITY"*® Neste estado, o orbital néo ligante do nitrogé&micontra-se
posicionado perpendicularmente £ 90°) em relacdo ao plano do esqueleto cumar{figpara
17).

Do ponto de vista tedrico o estado TCIT gera emssgdoibidas pela simetria fazendo com
que as emissfes desta natureza devam se origirsrogamento vibronico do movimento de
torcdlo com estados permissivos de maior energia momento de transiciU.
Consequentemente, estados TCIT apresentam casticteride processos nao radiativos levando

a rendimentos quanticos de fluorescéncia muitodsaix

40



Fundamentacéo Teoérica

Os estados *C e TCIT apresentam representacteisééia irredutiveis de modo que ndo
podem interagir sendo possivel observar a formdedduas bandas no espectro de emissdo. A
separacdo de cargas no estado excitado *C de cwasaumenta o seu momento de dipolo,

levando a um deslocamento batocromico em solv@oiases.

|
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Figura 17: Mecanismo de fotoemissdo por trasferéncia de cargamolecular com

geometria torcida em 6-aminocumarina.

O estado TCIT induz uma maior separacéao de casgasodo que o aumento da polaridade
do solvente leva a uma maior interacdo do estaditaelo com o solvente aumentando o nimero
de moléculas com geometria confinada a uma peqegiag em torno de = 90°, levando a um
menor rendimento quantico de fluorescéncia e a teitoebatocromico mais intenso com
deslocamentos de Stokes consideraveis. E o casp-ameinocumarina e 6-aminocumarina.
Enquanto a 7-aminocumarina apresenta um estad@mggio com maior contribuicdo de um

estado excitado com transferéncia de carga, 6-aunarina apresenta-se como um estado
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TCIT*® Em etanol, o deslocamento Stokes para a prindeile 5500 cih, enquanto que para a
segunda passa para 9900tnym efeito contrario é observado com grupos mtires de
elétrons ligados ao 4tomo de nitrogénio que promouma diminuicdo da densidade eletrbnica
do estado excitado com menor contribuicdo de separde cargas e menor deslocamento

hipsocrdmico nos maximos de emisséo.

1.2.4.3 Fluordéforos para microscopia de epifluoregncia de fungos

Técnicas de fluorescéncia tém-se tornado uma femtarimportante em microscopia para
0 estudo de aspectos morfologicos de estruturasaces. A medida que equipamentos mais
sofisticados sao criados, simultaneamente surgecassidade do desenvolvimento de novos
fluorocromos com propriedades mais especificas tquancoloracdo de tecidos e quanto a
estabilidade a luz, ao ar e a temperatura duram@zaénagem do material bioldégico. Em
micologia a microscopia de epifluorescéncia (MEE tencontrado aplicacdes como método
para avaliacdo da viabilidade celular de leved{ita¥ e de espords'***>do crescimento de
fungos>®, da morfologia de fungos nematéfagos no S6t6” e em espécimes clinicos (fluidos
biolégicos, bidpsia de pele e outros tecidos) pagndstico de micoses cutaneas, subcutaneas e
principalmente sistémica$*°3

Vérios fluorocromos tém sido utilizados em estudi@snicroscopia de epifluorescéncia em
micologia clinica diagnostica.

Os primeiros derivados utilizados para este fimafforos compostos diaminoestilbenos

introduzidos na &rea de micologia clinica quaseusameamente em 1984°%1%(figura 18).
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Estes compostos comercialmente conhecidos comofacWhite ou Tinopal (Sigma, Estados
Unidos) ou Blankophor (Bayer, Leverkusen, Alemankap utilizados como branqueadores

Opticos na industria de papel desde 1941.

H H [59]

Figura 18 Blankophor ®, modelo de branqueador O&ptico dassea acido

diaminoestilbeno dissulfénico.

Estes fluoroforos possuem a propriedade de seca@éer por ligacdo ndo covalente,
especificamente em polissacarideos ligados poduesip-glicosidicos (quitina-glucano e
celulose-glucand§**® que se torna mais especifica em presenca de esracessorio¥’ além
de boa estabilidade ao pH alcalino, permitindo ¢entempos de armazenamento de solugdes
estoques sob refrigeracdo e a possibilidade de inag#m com outros métodos de coloragéo e
imuno-histolégicos>*°

Estes compostos impregnam tanto células velhastaguatulas jovens ndo permitindo
diferenciacdo morfofisiol6gi¢d. Ao impregnarem as células flingicas apresentammefo
aguoso, fluorescéncia azul, quando irradiados ab@@400 nm e amarelada quando irradiados
acima de 420 nm, mantendo-se estaveis a luz pgo ltampo quando ligados a polissacarideos.
Por outro lado, quando irradiados (luz uv) na forimee e em solucdo aquosa apresentam

fotoesmaecimento irreversivel devido & fotoisonaei@o geométrica cis-trdfis
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Este conjunto de propriedades permite a marcac@aréele celular de fungos fazendo com
que estes compostos sejam amplamente utilizadoandlise da histoarquitetura de elementos

celulare$®**"*1®hem como em micologia diagndstica na quantificH¢a®na identificacdo de

é53,178 %161,179—186

células fungicas em sof3 planta e em espécimes clinidd

Do ponto de vista académico, varios outros fluaigaém sido aplicados no estudo de
morfologia de células fungicas tais como brometeti@io, diacetato de fluoresceina, diacetato
de carboxi fluoresceina e rodamina B.

O diacetato de fluoresceina tem sido utilizado ceoda para avaliar viabilidade celular
em fungos e levedura§!818 O reagente néo é fluorescente, mas ao ser metdwipor acio
de esterases intracelulares, gera fluoresdait@o que impregna o material celular permitindo
diferenciacdo morfofisiolégica entre hifas jovens velnas bem como de espadffs
Conseqlientemente, em presenca de hifas com baitabalismo, o material é pouco corado,
necessitando de combinagcdo com outros fluorofasscomo Calcofluor White ou rodamina B
para melhor definicdo da arquitetura ceftifar

Outro derivado é o diacetato de carboxifluorescefuee utiliza o mesmo principio de
deteccao de viabilidade celular do diacetato derélsceina, mas com a vantagem de ficar retido
no interior da célula apés metabolizacdo, estandaalilidade relacionada com o nivel de
retencdo intracelular de carboxifluoresceina geraskndo aplicado na determinacdo de
viabilidade de conidios de diversos hifomicetostipaarmente na elucidacdo de mecanismos de
alteracdes morfofisioldgicas de alteracdes na manebdestas estrututas®™?

Um dos maiores inconvenientes da utilizacdo dedkmeina como fluorocromo é o rapido
fotoesmaecimento observado nas preparagfes parasoupia de epifluorescéncia apos alguns

minutos de exposicao da lamina sob luz uv (450a18Y) principalmente quando as observacgdes
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sdo realizadas em maiores magnificacoes (400 a 1€0€s), obrigando que a documentacéo
fotografica seja rapida (até cerca de 1 min) apdédo@alizagdo no microscopio de
epifluorescéncid’. O problema pode ser contornado utilizando-se umibidor de
fotoesmaecimento como citifluor AE3° Por outro lado, outro incoveniente importanteféto

de que solucdes corantes de acetato de fluoress@&inde baixa estabilidade sendo necessario
prepara-las minutos antes de iniciar o procedimeatooloracao.

Brometo de etidio ou iodeto de propidio ligam-sgeeificamente a acidos nucléicos e séo
utilizados na deteccdo de viabilidade de conidjpdsaexposicdo destes a antifungicos para
identificar possiveis alteracdes na permeabilida@emembrana celuf-'*2 S&o compostos
toxicos (efeitos mutagénicos) cuja utilizacao dasla sempre que possivel.

Rodamina B tem sido empregada como fluorocroma paateriais lipidicd$%*** o que
permite diferenciar conidios de hifas que passater @oloracdo vermelha enquanto conidios
apresentam coloracdo alaranjgdaA qualidade dos resultados com este fluorocromo é
dependente da concentracdo e do modo de fixac&@stantam ser pouco satisfatorios. Para
coloragOes vitais deve ser usado em associacdooatros fluorocromos, tais como FDA e

Calcofluor Whité®>.

1.2.4.4 Substratos fluorogénicos para pesquisa dmbatalisadores

As biomoléculas que apresentam atividade biocagl@om potencial para aplicacdo em
sintese organica podem ser classificadas em te@@sl@s grupos: as enzimas, 0S anticorpos

biocataliticos e os acidos nucléicos (RNA e DNAnrE estas, as enzimas sdo as que mais
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adquiriram popularidade na industria quimica, seaddasse de biomoléculas mais utilizada
como catalisadores em substituicdo a processosiapsinconvencionaté®!®® Devido a esta
grande demanda, surge a necessidade de aumelnarsaaddde de biocatalisadores disponiveis
comercialmente, buscando melhorar as suas propeedésico-quimicas, seja por selecao
genética ou por pesquisa direta de novas fontemateriais enzimaticos na biosfE¥a Em
ambas as situacdes, é necessario dispor de méedsreening” de selecdo de novas fontes
naturais (microrganismos, plantas, animais) asdosiaa métodos de deteccdo de reacdes
enzimaticas, que apresentem elevada sensibilideglenifindo o reconhecimento do maior
namero possivel de provaveis fontes de biocataliea)l com elevada especificidade para a
reacdo desejatfa

Os métodos de selegdo incluem a utilizacdo de smeieletivos ou diferenciais,
principalmente quando se busca a aplicagdo de sfomierobianas nestes processos. Ja 0s
métodos de deteccdo, utilizados quando os micrmmas disponiveis ndo podem ser
previamente selecionados, exigem que haja uma asgmarfisica inicial para que o ensaio
enzimatico especifico possa ser realizado. Nede, agtilizam-se ensaios altamente sensiveis
aliando reagentes simples (corantes ou fluorocrproascomplexos (enzima imunoensaio -
ELISA) em placas com agar especifico ou placas dmotitulagdo aliados a métodos de
instrumentacdo simples (inspec¢éo visual, densidtida) ou elaborados (cromatografia liquida
de alta eficiéncia, espectrometria de massaspfletse capilar).

Os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) utilizam amos em fase sélid&**°ou em meio
homogénet”**® que se ligam seletivamente ao produto da redgdivetanto, nem sempre é
possivel preparar um anticorpo que seja seletivpraduto e que ndo reaja com o substrato.

Estas preparacdes envolvem tempo excessivamengd,|@ois necessitam da sintese de
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conjugados do produto da reacdo com a sua protaime@adora bem como da imunizacdo de
animais (coelhos, cobaios) ou ainda culturas ddasehnimais para gerag¢édo de anticorpos.

Abordagens instrumentais como Cromatografia Ligude Alta Eficiéncia (CLAE),
Espectrometria de Massas (EM) ou Eletroforese @apC) baseadas em monitoramento de
reacOes biocataliticas apesar da sensibilidadetdaghio sao caras e limitadas a poucas centenas
de amostras por instrumento e por dia de trabalho.

Neste sentido, tem-se buscado desenvolver méttgldscreening” para biocatalisadores
utilizando ensaios cromogénicos e fluorogénicose€Eensaios baseiam-se na geragdo de um
produto colorido ou fluorescente que se relaciangtaimente com o acumulo de um substrato
especifico durante o curso da reacdo. Tais ensamgzoavelmente simples, de facil execucédo e
podem ser manipulados para permitir a investigatgiama ampla variedade de amostras em
pouco tempo, principalmente devido aos recentesndet/imentos de ultraminiaturizacdo de
bioensaios fluorimétricos. O ponto final envolves@paracdo e a revelacdo do produto por
cromatografia em camada delgada (CCD), sendo adufm® detectados diretamente pela cor
gerada (inspecdo visual direta ou associada anmaske indicadores de Pt ou pela emissao
de fluorescéncia (comumente por revelagdo sobMi866 nm).

No planejamento de um novo substrato fluorogéniara pesquisa de biocatalisadores
deve-se levar em conta que o0 mesmo deve ser pagsieacaixar no sitio ativo de enzima com
atividade especifica, deve ser passivel de satagéio em agua (pelo menos parcialmente) e ser
de baixa citotoxicidade para os casos em que lsallieacom culturas de células.

Para os casos em que o substrato também é fluotestcendximo de emissdo do mesmo
deve ser afastado do maximo de emisséo do fluardfmoduto a ser detectado) para garantir

maior especificidade na deteccdo da fluorescénuidida. Para a deteccdo por CCD ainda é
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necessario que o substrato e o fluoroforo apreseRtfis bem diferenciados e que as manchas de
fluorescéncia por eles produzidas sejam suficieetden estdveis para a documentagao
fotografica. O rendimento quantico deve ser alta jgarantir maior limite de deteccéo.

A especificidade do substrato pode ser melhonaglda através de estudos de QSAR, que
permitem estabelecer quais os fatores estrututeisggvernam a melhor interagcdo com o sitio
ativo da enzima permitindo a maximizacdo da reagcestudo. Neste sentido, a utilizagdo de
colecdes (bibliotecas) de substratos fluorogéracomves de um unico exemplar de uma familia
de compostos tem se mostrado uma ferramenta (tdna@terizacdo de padrdes de reatividade de
grupos de enzimas como recentemente verificadovaliagdo da especificidade de plasmina e
trombina proteasé®.

Os substratos fluorogénicos mais utilizados séao desivados de cumarinas,
particularmente de 7-hidroxicumarina (U), da 7-bidh4-metilcumarina (MU) e da 7-amino-4-
metilcumarina (7AMC) e 7-amino-4-trifluorometilcuniza (7ATFMC)®°. Estes derivados tém
sido utilizados para deteccdo de lipases, esterammsdases, peptidases, retroaldolases,
fosfatases, epoxido hidrolases, glicosidades erraiutases. Nesta revisdo sera dada énfase a
deteccao de atividade amidase e nitrorredutaskzantio diferentes substratos fluorogénicos

associados a diferentes mecanismos de geracasodesiténcia.

1.2.4.4.1 Substratos fluorogénicos para deteccdo dmidases
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Amidases ou amido-hidrolases sdo enzimas quelis@nma ligacdo amida em presenca de
agua em condicdes biolégicas ou promovem a reag@omtlensacao entre um acido carboxilico
e uma amida em solventes organicos apolares eidades controladas de agua. Em funcao da
natureza do substrato organico que contém o grapidaasdo descritas diversas classes e
subclasses de amidases. Estas enzimas incluem aggste peptidases, hidantoinases,
penicilinacilases. Também lipases e esterases doiglas podem apresentar atividade
amidasé™.

Diversas reacdes podem ser catalisadas por ami@dgiseprocessos sintéticos interesse
industrial ou laboratorial. Penicilina acilasest¢dmacionalmente denominadas de EC 3.5.1.11)
sdo utilizadas na hidrélise de benzilpenicitfid™ na resolucdo de amirf8se &alcooié®, na
sintese de ésteres e amidas do Acido fenilat¥tf® e de antibidtico3-lactamicod’’*%
Ftalilamidases tem sido empregadas na desprotegdgrugpos amino protegidos por radical
ftalila?®*? Hidantoinases, compreendendbcarbamoil-aminoécido amido-hidrolases pe
ureidopropionases, estdo envolvidas com a sinteaenthoacidos enantiomériéds*?

Especificamente na é&rea farmacéutica o conjuntoamdases (na forma bruta ou
purificada) associadas a substratos fluorogénmmsservido como métodos de “screening” para
novos farmacos sintéticos e naturais. Na areacalims amidases tém sido empregadas na
deteccdo sanguinea de farmacos tais como acetamfirioffambém diferentes amidases tém
sido quantificadas por fluorimetria em fluidos Bigicos visando o diagnostico de determinados
quadros clinicos.

Diversos mecanismos de geracao de fluoréforos tir pler substratos fluorogénicos tém

sido relatados e muitos ja estdo bem consolidatdcsnsaios automatizados.
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O método classico, mais amplamente difundido, baseina utilizacdo de substratos
fluorogénicos constituidos por um residuo de 7AMCAG@FMC formando ligacdo amida com
grupos carboxilicos terminais de aminoécidos, &ciiwboxilicos ou peptide§sO principio de

deteccdo baseia-se na quantificacdo deste redibeiado apdos hidrélise enzimatica da ligacao

amida (figura 19).
Ry Ro
(0] A
RN oo R” OH 7 HN oo
H [60] [61] [62]
Ry = CHs, CRy

Figura 19: Modelo de reacéo classica de deteccao de atvidaddase por fluorimetria

A 4-metil cumarina apresenta maximo de excitacéoreeio aquoso, entre 370 e 380 nm
(dependendo do pH) e maximo de emissdao em 440 napo§ peptidicos ligados na forma de
amida ao grupo amino promovem um deslocamento ¢iipsoco fazendo com que a 440 nm
haja pouca fluorescéncia de substrato ndo hiddufisa No caso de cadeias polipeptidicas os
métodos podem ser compostos por uma associacaoziteas onde a enzima de interesse
hidrolisa inicialmente um aminoacido ou o peptiteterminal, sendo que o produto resultante &
finalmente eliminado por hidrélise via proteasespecifica como tripsina ou por uma reacao
térmice'>21

Com base nesta metodologia classica, diversos ratdsst fluorogénicos tém sido
planejados e utilizados na deteccédo de diversamaszara fins diagnosticos entre gfegSlu-

MCA?'" e y-Glu-TFMCA?#® para a quantificacdo continua gglutamiltranspeptidase (GGT),
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uma enzima hepatica induzida em resposta a certasms e hepatocarcindégenos; Asp-Glu-Val-
Asp-MCA para a deteccdo de atividade caspase IOE/&Euma protease envolvida com a
mediacdo da morte celular programada (apoptdsd)-Arg-MCA para a deteccdo de uma
aminopeptidase imunogénica @e albicansutilizando a técnica de ELISA??! BocVal-Leu-
Lis-MCAZ??2, Carbobenzoxi Z)-His-Glu-Lis-MCA e @)-Glu-Lis-MCA, (Z)-Phe-Arg-MCA e
BocPhe-Ser-Arg-MCA?® para a deteccéo de Lis-gingipaina, uma cisteitegse secretada pela
bactéria anaerébiBorphyromonagengivalis,implicada na etiologia da periodontite adulta; [4-
(7-(Dimetilamino)cumaril)]acetil-Ser-Asp-Lis-Prolnpara a deteccdo da enzima conversora da
angiotensina’f*. Neste Gltimo caso, a ligacdo amida deve-se gmgrarboxila de uma cumarina

e um grupo N-terminal de uma cadeia peptidica.

Na area de “screening” de biocatalisadores temesiéicado a utilizagdo de fenilacetil-
MCA para a deteccdo de atividade penicilina acilase ensaios de alto desempenho com
enzimas puras e com extrato de cultura de varihadiens bacteriarfade Boce-acetil-LisMCA
e tos-Gli-Pro-Lis(Ac)MCA tém sido utilizados na detecc@ie novos inibidores de histona-
deacetilases, enzimas envolvidas com a regulag@sciipcional da expressdo genética em
células eucari6ticd®?*® Uma outra metodologia, que utiliza associacd@rdemas, tem sido
proposta para a detec¢do continua ou descontinp@oggutamilaminopetidase (TRH-DE), uma
enzima que catalisa a remocdo do resibegiroglutamil terminal do horménio liberador da
tireotropina-TRH. Neste caso ocorre inicialmenteli@agem do residud\-piroglutamil do
substrato Glp-His-Pro-AMC (TRHAMC), por acdo da TR, produzindo histidil-prolil-7-
amino-4-metilcumarina (HPAMC). No ensaio descorgitdPAMC é clivado por ciclizacéo
térmica intramolecular liberando MGX enquanto que, no ensaio continuo, HPAMC é

hidrolisada por dipeptidilpeptidase IV (DPP-f{A(figura 20).
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Figura 20: Deteccédo de atividade piroglutamilaminoppetidd@$®H-DE) por associacao

de enzimas

Um ensaio mais complexo tem sido proposto recegriampara a deteccéo de penicilina
acilase$”. Este método foi planejado com base em substifiiosogénicos derivados da
umbeliferona (7-hidroxicumarina) com grupos funaisn ndo ativados. Em presenca de
penicilinacilase este derivado ([67]) gera o 1,2raalcool [68] sensivel a oxidagcdo por um
reagente quimico (o periodato de sédio) produzmfer-hidroxicumarinilpropionaldeido ([69]).
Este, por fim, é entdo submetid@-#liminacdo por BSA, originando novamente a umbsiifia

([34]) (figura 21) que pode ser detectada por ig&pevisual em placas de microtitulagéo
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Figura 21: Ensaio fluorogénico acoplado ao periodato de csquira deteccdo de
penicilina acilases. O aminoalcool [68] € oxidadaitu por periodato de sédio seguido

por B-eliminacado catalisada por BSA originando umbaedifier ([34]) como fluoréforo.

Cabe salientar que, neste caso, o reagente perioda interfere com as enzimas em teste
ou com a BSA nem com os substratos. Além disseubstratos sdo marcadamente resistentes a
catalise enzimatica inespecifica ou a condi¢cdestides de realizacdo do ensaio (altas
temperaturas ou valores extremos de pH e de coacéntde tampédo e de proteina), estando

particularmente indicadas para pesquisa de enzimastreméfilo¥’.

1.2.4.4.2 Substratos fluorogénicos para detecc¢éo digrorredutases

As nitrorredutases atuam sobre nitrocompostos @foos tanto na presenga quanto na

auséncia de oxigérfid ?*%e estdo relacionadas com mecanismos de resisgnaigbioticos® e
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com processos de biodegradacdo de cordntés pesticida®’?*® e explosivo§®?** Em

presenca de oxigénio é possivel distinguir doisstide nitrorredutases em sistemas biolégicos

(figura 22):

NO- o [72] [71]

[71] \ NO NHOH NH
b

Q) — ) — )

[73] [74] [75]

Figura 22: Vias metabdlicas de nitrocompostos aromaticaaci@hadas com atividades

nitrorredutases tipo | (a) e tipo Il (b) em presede oxigénio.

a) Enzimas sensiveis ao oxigénio (tipo Il) que catatigransferéncia de um elétron ao grupo
nitro produzindo um anion nitro radiédl Neste caso o anion radical nitro reage com
oxigénio formando &nion superéxido e regeneraroeomposto originaf™.

b) Enzimas insensiveis ao oxigénio (tipo I) que reduze grupo nitro em uma série de
transferéncias de 2 elétrons produzindo respectmggnos derivados nitroso, hidroxilamino e
amind32?% O intermediario nitroso normalmente é muito reag de dificil isolamento em
reacdes bioguimicas, entretanto sua estrutura ggdiaferida a partir de estudos de reducdes

guimicas controladas de nitrocompostos. Por ouado la formacdo do intermediério
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hidroxilamino é bem estabelecida sendo detectade&ias biorreducdes sendo em algumas
delas o produto fin&i®24424°
A atividade nitrorredutase tem sido descrita emndga variedade de bactérias

%35,246,247

aerébia ’ anaerobigg?236:239.248-250

e em levedurdd™®> Porém, em fungos
filamentosos, esta atividade é pouco conhecida.

Devido a grande capacidade aceptora de elétromgugm nitro, um grande numero de
enzimas pode catalisar a sua redugcdo mesmo aggesndo sdo especificas para esta
transformacédo. Entre as enzimas com atividaderrettatase estdo a aldeido oxidase, citocromo
c redutase, citocromo P450 redutase, glutationa tasdu citocromo P450s hepatica,
NAD(P)H:quinona redutase hepatica piruvato ferréuxoxidoredutase hidrogenossomal,
succinatodesidrogenase, xantina desidrogenasdiaxaridase.

O interesse por pesquisa em nitrorredutases devasieamente a sua relacdo com
processos de degradacdo de xenobidticos em tra@anuen efluentes industriais, e em
mecanismos de resisténcia a antimicrobianos. Bntieet na Ultima década iniciaram-se 0s
estudos de reducédo de nitrocompostos aroméaticeteeohiclicos pos. cerevisaeomo meétodos
biocataliticos alternativos visando aplicacdo emtesé organica>>®>> Nesta sequéncia de
trabalhos foi possivel observar que o rendimenstedmétodo de reducdo depende em muito da
posicdo e natureza do substituinte em anéis baerEsendo que 0s maiores rendimentos séo
observados com anéis desativ&dbsAlém disso, sdo necessarias elevadas proporedeslulas
de levedura em relacdo a concentracdo do nitrocstmparompanhado de refluxo em meio
fortemente basico para que o sistema alcool demdese dependende de NADH possa ser

utilizado.
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A determinacéo direta de atividade nitrorredutase se utilizado da observacao direta por
reacdo colorimétrica em meio de cultura (diazotagdoaminocomposto e acoplamento com

&°?°° monitoramento, via cromatografia gasga

hidrocloreto deN-(1-naftil)etilenodiamin
cromatografia em camada delgada acoplada a plarem€LAE ou espectrofotometria no uv-
visivel, buscando acompanhar o desaparecimento iftocomposto ou a formacédo de
aminoderivadds®%°’

SO mais recentemente tem sido proposta a utilizdeadiversas 7-nitrocumarinas como
substratos fluorogénicos para a deteccdo de aliwidatrorredutase tipo Il em bactérias e

leveduras, quantificando-se a fluorescéncia gerapds incubacdo em meios de cultura

complexo8> (figura 23).

Me Me
O2N o "0 HoN o” "o
[75] Nitrorredutase [77]
R =H, COMe >
Qe jee®
O:N o” "0 HoN 0"~ o
[76] [78]
R = H, Me, Et, Bu, NgH,O

Figura 23: Modelos de 7-nitrocumarinas utilizadas como sabs$ fluorogénicos para

deteccgéo de atividade nitrorredutase em microrgargs

A metodologia foi patenteada como proposta atera para deteccdo de crescimento

microbiano e para diferenciacéo quimiotaxonémicanézorganismaoS® (Biomerieux).
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1.2.5 AVALIACAO GENOTOXICA

Os ensaios de avaliacdo genotoxica de agentescgsiou fisicos baseiam-se na deteccéo
de eventos mutagénicos. Entende-se por mutagémeseonjunto de alteracdes génicas ou
cromossdmicas que se perpetuam numa mesma espésieialos sucessivos de reproducdo
celular. A intensidade e a persisténcia deste @ahecorrente da deficiéncia de mecanismos de
reparacao intracelulares que podem, em determirtaascdes, anular por completo o processo
de mutagénese. Estes ensaios podem ser conduzigog utilizando animais (normalmente
roedores) oun vitro utilizandolinhagens de células procaridticas (bacterianaspumaridticas
(fdngicas, leveduriformes, ou de células mamiferAs)mutacdes génicas (também conhecidas
como pontuais) estdo entre as mais estudadasuemndlteracées com e sem deslocamento de
leitura assim constituidas:

a) Alteracdes sem deslocamento do quadro de Ieitura
- Transic¢des: substituicdo entre bases homologaséopor purina, pirimidina por pirimidina);
- Transversodes: substituicdo entre bases hetegd(pgana por pirimidina e vice-versa);
b) Alteracdes com deslocamento de leitura (mutagoegpoframeshify:
- Insercdes: introducéo de uma ou mais bases li@iseiq original do DNA;
- Delecao: retirada de uma ou mais bases na sagigiginal do DNA;
- Intercalacdo de agentes mutagénicos.
Ensaios de mutagénese podem ser realizados cows v@icrorganismos entre eles
bactérias e leveduras. Os ensaios bacterianososé@lmente selecionados para estudos iniciais
de potencial mutagénico em fungcédo do seu baixamaigido a sua simplicidade e rapidez de

execucd®’. A molécula de DNA, incluindo o bacteriano, é sis®l a modificacdes
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espontédneas ou induzidas, permitindo a construgdonda ampla diversidade de linhagens
bacterianas sensiveis a classes de compostos qsimic ainda a agentes especificos com
mecanismos de lesdo génica bem caracteriZ®dd3 desenvolvimento de um conjunto de

ensaios mutagénicos com diferentes linhagens permdliar a extensdo do dano causado por
determinada substancia e baseiam-se na correlagutitgtiva do efeito da dose de uma

substancia a ser testada em presenca de um mitggaindicador apresentando sensibilidade
especifica para determinado sitio de ataque ao CA$8¢pciado ou ndo a um mecanismo de
reparacdo da lesdo gerada. Em ensaios desta m@atasefatores limitantes para estabelecer a
dose da substéncia a ser testada sdo a sua slaldbilno meio de cultura e a sua citotoxicidade
sobre as células da cultura microbiana selecionada.

A maioria dos ensaios mutagénicos bacterianossept@m dois componentes: a célula
alvo bacteriana e um sistema bioquimico acopladatidgacdo microssomal. A necessidade de
inclusdo deste sistema deve-se ao fato de que afgsubstancias somente passam a expressar o
seu efeito mutagénico apos serem submetidas a oligégfdio enzimatica que, em mamiferos é
realizada no figado por enzimas do complexo citoor®450. Este complexo é ativado com o
objetivo de realizar a detoxificacdo de drogasvasade reacdes de biotransfomacéo de fase |
(oxidacdo, reducdo, hidrélise) seguidas por reagdesfase Il (glicosilacdo, sulfatacao,
fosforilagdo), visando aumentar a hidrofilia do odeidtica’. Durante este processo podem ser
obtidos metabdlitos com potencial para desenvolnimde reacdes eletrofilicas ou de alquilagédo
tais como epoxidos, que podem interagir com sitiodeofilicos do DNA promovendo lesdes
génicas.

Como as células bacterianas sédo deficientes etanmsis citocromo P450, torna-se

necessario associar a linhagem bacteriana com hlamaizgdo microssomal hepatico do figado
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de rato previamente induzido por o sistema citoor&®450 para avaliar o potencial de geracdo
de metabdlitos mutagénicos a partir de um pré-nemag simular o seu efeito apds ativaigéo
ViV0261'262.

Os ensaios de mutagenicidade normalmente baseiaia-&@ealiacdo da taxa de mutacio
reversa onde um defeito génico responsavel por aquerimento nutricional (mutante
auxotrofico) é restaurado ou compensado por umagaatinterna (reversdo extra do defeito
original ou compensacédo) ou externa (mutacdo cudtaena alteracdo de um codon nonsense
que decodifica um cédon de terminacdo) regenerandwototrofid®> Entre as bactérias
utilizadas para ensaios de mutagénese reversa elst@osas linhagens dé&almonella
thyphimuriumque, associadas ao sistema microssomal hepatifigaim de rato, consituem o
teste de Ames ou Salmonella/microsstth&stas linhagens sdo auxotréficas para 0 aminoacid
histidina e podem apresentar diversas caractassgjenéticas que aumentam a sua sensibilidade
em relacdo as substancias avaliadas como a predenglsmidio pKM101, que aumenta a
resposta SO%*

Essas linhagens apresentam diferentes mutacdepanon da histidina. A TA98 detecta
mutagenos que causam defasagem no quadro de,leipresentando como ponto preferencial

GC-CGCGCGCG-
oito residuos repetitivos GC GC GC GCpy genehisD3052 A linhagem TA97 apresenta

uma sequéncia de seis citosinas no sitio de mutaggenehisD6610 Apresenta uma sequéncia
de pares de bases G-C alternadas proxima a segi@ectitosinas, semelhante ao sitio da
mutacdo hisD3052 nas linhagens TA98 e TA1538. Estas seqUéncias adesbrepetitivas
representam “hot spots” para mutagenos que provaiefasagem no quadro de leiffraA

linhagem TA100 detecta mutagenos que causam subdtitde pares de bases, sendo o par GC o
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- GGG
ponto preferencial de reversédo. Esta mutacdo oporrsubstituicdo de uma proliﬁeg:CC " por

- GAG -
uma leucina” €TC - no genehisG46i responsavel pela codificacdo da primeira enzima da

biossintese da histidina. A linhagem TA102 deteatédgenos que promovem a substituicdo de
pares de bases, especialmente mutagenos oxidafivosas ativas de oxigénio e agentes
alquilantes. Diferindo das linhagens ja descrita3,A102 apresenta pares de base A-T no sitio
critico de reversdo, introduzidos na bactéria asade um plasmidio multicépia pAQ1l

- TAA -
(aproximadamente 30 copias por célula). O plasmpdg@l carrega uma mutagcao ocraTT -

no genehisG428°%-2%

Além da mutacdo no operon da histidina, essasdieis apresentam outras mutagcdes que
aumentam sua capacidade de detectar substanciagémeciis: mutacéda que induz perda
parcial da barreira de polissacarideos da paretidaceaumentando a permeabilidade e,
consequentemente, possibilitando a difusdo de milakamaiores, mutacdiovrB que leva a
delecdo de um gene o qual codifica para o sisteamephracdo por excisdo do DNA (TA100,
TA98, TA97).

As leveduras, diferentes das bactérias, sdo sékl@aridticas portadores de sistemas
enddégenos de ativacdo metabdlica. e detoxificagixahobidticos semelhante ao hepético
(complexo P450 oxidase). Neste sentido, diferefitdsagens da levedur&accharomyces
cerevisagtem sido utilizadas para complementar ensaiosgénteos com bactérigd?*® Uma
das linhagens mais utilizadas em estudos de genmtade € a XV-185-14c, que permite a
deteccdo de reversdes do alelo dgsé-1(alteracdo do cédon UAA de término de cadeia)mu d

alelo missense hisl-{cédon alterado codifica um aminoéacido diferefte)n como reversdes
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por deslocamento de quadro de leitura do DNA (“Bahift”) observadas ntmcus hom3-10.
Neste caso as células revertentes podem ser ditegi@lo semeamento em placas contendo
meio seletivo com adicdo em pequenas quantidadesitdo nutricional requerido para que

ocorra um crescimento ba<al
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1.2.6 ANALISE MULTIVARIADA EM QSAR

Os termos Relagdes entre Estrutura e Atividaddéogica ou SAR (do inglés “structure
activity relationships”) e Rela¢fes Quantitativage Estrutura e Atividade Bioldgica ou QSAR
(do inglés “quantitative structure activity relatghips”) designam ramos de conhecimentos da
Farmacologia e da Quimica Medicinal que buscanyrda maneira geral, estabelecer relacdes
qualitativas (no caso de SAR) ou quantitativas @aso de QSAR) entre propriedades
(descriptores) fisico-quimicas, estruturais e conéwionais de um grupo de compostos ou
drogas estruturalmente relacionados e uma propigedsolégica em questfld?’® Estas
relacdes sdo Uteis para a compreensdo dos mecanigraaegem a acao destas drogas com a
atividade bioldgica desejada e para a otimizacamal@elos moleculares ja existentes (visando
novas propriedades bioldgicas) tais como melhoreprigdades farmacocinéticas (excrecao,
biodisponibilidade), melhor eficacia e menor todéme (efeitos adversos).

Estudos de SAR buscam selecionar variaveis eslistgque se correlacionem com um
grupo de compostos homdlogos sem a necessidadabeleser uma relacdo quantitativa dose
efeito ao passo que na area de QSAR sdo necess@irEos matematicos que relacionem
quantitativamente os parametros fisico-quimicostedescompostos com a concentracdo
necessaria para alcangar uma propriedade bioldgiaaida.

Véarios modelos matematicos tém sido propostos phiencdo de um modelo de QSAR
sendo o mais conhecido o0 modelo de Hans-E{fit&> Este modelo estabelece que a atividade
biolégica observada € o resultado da contribuicgodd/ersos fatores independentes que

controlam o transporte e as interacfes do farmaco o sitio receptor. Estes fatores séo
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classificados como hidrofobicos, eletrénicos eresié relacionados a natureza e a posi¢ao do
substituinte sendo que a atividade bioldgica pedeedacionada com a lipofilicidade através de

um modelo linear multidimensional do tipo

Log (1/C) = alogP + b + cE + d Q)

ou através de um modelo parabdlico ou quadratidgpdo

Log (1/C)=-a(logP)+ blogP +© + dE& + e 2)

Nas equacdes acima P é o coeficiente de partgi@oal/aguag € a constante eletrénica
de Hammett, E € a constante estérica de Taft e C € a conceatnagdar do composto
relacionada com uma resposta biolégica determinani, por exemplo, K, a dose necessaria
para inibir 50 % da resposta avaliada. As conssante, c, d e e S0 0s respectivos coeficientes
das variaveis independentes, logR Es obtidos pela andlise de regresséo linear mdaltipla.

O modelo linear correlaciona-se melhor com atidetabiologicas avaliad@s vitro ou em
pecas anatdomica simples ao passo que o modelodfiacabxplica melhor ensaida vivo ou
com pecas anatdmicas compleéXas

Um melhor ajuste para a lipofilicidade foi propmpelo modelo bilinear de Kubinyi

Log(1/C)=alogP +blog3(P + 1) + e 3)
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A preocupacdo do ajuste para lipofilicidade étredmente importante na previsdo da
atividade antifangica conforme ja descrito paraedias classes de compostos com esta
propriedade no inicio da década dé’f0

Para derivados pertencentes a uma série homdjogadf{ferem entre si pela presenca de
um ou mais grupos substituintes) € possivel pravaividade bioldgica, utilizando parametros
fisico-quimicos destes substituintes através dedels de energia-livre, regressao linear maltipla
e técnicas de reconhecimento de padrfes

Para a elaboragdo de um bom modelo matematicoessé@io dispor de um conjunto de
variaveis descritivas sobre os compostos em esjudaealmente tenham correlacdo com uma
determinada atividade biologica. As variaveis seledas podem ser classificadas em trés
grandes classes de parametros assim distriftifdos
a) Hidrofobicos: coeficiente de particdo (log P), dange hidrofébica A, constante fragmental

hidrofobica , f'), coeficiente de distribuicdo (log D), coeficierte particdo aparente (log
P’), fator de capacidade em HPLC (lkdog k), parametro de solubilidadé){

b) Eletronicos: constante de Hammett (¢ *, ¢ *), constante indutiva de Tafu(*, o),
parametro de campo de Swain e LuptDi), parametro de ressonancia de Swain e Lupton
(0), constante de ionizacdo (pKapKa), deslocamentos quimicdSQ@ e’H), carga liquida
atémica @, g, superdeslocalizabilidade\SS-, S°), energia do orbital molecular ocupado
de maior energiaByomo), energia do orbital molecular desocupado de memargia
(ELumo), potenciais eletrostaticos (Vr);

c) Estéricos: parametro estérico de T&, (EC), volume molar (MV), peso molecular (MW),
raio de van der Waals)( volume de van der Waal¥\(), refratividade molarMIR), paracor

(Pr), parametros STERIMOL (L, BBs).
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d) Polares: momento dipolag)

Podem ainda ser incluidas variaveis topoldgidasieadoras’?">

A definicdo de um modelo matematico em QSAR ppssaliversas faséslnicialmente é
necessario selecionar um conjunto de variaveisngglbor se correlacione com o conjunto de
respostas bioldgicas em avaliagdo. Em seguida sEvproposto um modelo de calibracdo que
busque equacionar matematicamente estas variawei® conjunto de respostas bioldgicas. Por
fim é realizada uma analise estatistica para \g@oao conjunto de variaveis selecionadas, do
modelo de calibracéo proposto e do grau de prewdsdmodelo de calibragdo com compostos
ainda nao testadds’®

A selecao de variaveis em QSAR pode ser realipadanétodos baseados em regresséo
linear multipla (RLM), redes neurais, algoritmosnégcos e evolucionarios e por meétodos
multivariado$’®. Nesta descricdo serd dada énfase a métodos de BLWhétodos
quimiométricos em virtude de serem estes selecamgdra aplicagdo com o conjunto de
compostos a serem sintetizados neste trabalho.

Métodos de RLM baseiam-se na busca sistematicaansiste em combinar as variaveis
disponiveis de forma a construir e analisar todo@ssiveis equacdes de regressao kom
variaveis e, a partir dai, selecionar as melhoMa. RLM varidveis independentes s&o
acrescentadas na equacédo de regressao, paraebgpiiear sistemas que nao sao possiveis de
serem explicados apenas por relagdes simples ergre. Este método é o Unico que pode
assegurar que a melhor solugdo serd encontradampse torna oneroso do ponto de vista
computacional para situacées com grande niimerariteveis.

Algumas exigéncias devem ser obedecidas na setegadaveis para estudos de QSAR.

Primeiro que devem ser evitadas regressdes quentmmh variaveis correlacionadasR),6Y.
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A ndo obediéncia deste critério pode levar a madetom dificuldades na interpretacdo das
implicagdes farmacoldgicas e bioquimicas relaciasatbm o proprio e perda da precisdao na
inversdo matricial por MMQ por apresentar a matiez dados duas colunas correlacionadas
(determinante proximo de zero).

Uma outra exigéncia é a de que a razdo entre oroUudee descritores e 0 numero de
compostos é limitada a proporcdo de, no minimo,para que ndo ocorra ajuste forcado do
modelo (“overfitting”) em funcdo da ocorréncia deorrelacdo por coincidéné?.
Excepcionalmente para casos em que o modelo de QSdde duas variaveis € possivel
estabelecer a correlagdo com quatro compostosasaritbr.

Para derivados ndo homodlogos foram desenvolvidmdetos estatisticos mais elaborados
incluindo métodos quimiométricos que combinam aealmultivariada. Estes podem ser
classificados em Regressao por Componentes Pris¢ip@R, do inglés “principal components
regression”) ou Minimos Quadrados Parciais (PLSndlés “partial least squareS™.

A abordagem de constru¢cdo de modelos de QSARutijirEam métodos quimiomeétricos,
baseia-se na Analise por Componentes PrincipaisA,(RI® inglés “principal components
analysis”) que consiste na manipulacéo conjuntalatios, expresso na forma de uma matriz,
com o objetivo de representar as variacfes presentemuitas variaveis, através de um menor
namero de componentes principais (também denomsnaeéo fatores, variaveis latentes ou
autovetores)’?’® Estes fatores representam um novo sistema de ejMe representam as
variaveis originais (parametros fisico-quimicospjoato de absor¢fes de diversas frequiéncias
do IVM, por exemplo) num espago com dimensdes aaids em relacdo ao espaco original
sendo que cada fator agrupa aquelas variaveissjée altamente correlacionadas e a variagao

presente em cada fator € complementar aos denaisSgsao vetores ortogonais).
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As novas coordenadas do conjunto de dados passamdanominadas de “scores” sendo
que cada fator é uma combinacdo linear das vasiawgginais onde cada coeficiente da
combinacéo linear é denominado de “loadings”.

A construcao de modelos de calibracdo passa eptaonma etapa de selecdo de variaveis
que irdo servir de matriz de dados para a gerag@odiversos fatores a partir dos quais séao
criados modelos de calibracdo que relacionam &sdta®s com a resposta bioldgica em questéo.

Tanto o método PCR quanto o método PLS podem Beadbs para a modelagem por
componentes principais. Ambos s&o robustos, oy esjgeus parametros praticamente ndo se
alteram com a inclus&o de novas amostras (compasiaonjunto de calibraci0.

O primeiro constr6i as componentes utilizando apems respostas instrumentais
desconsiderando informacdes relacionadas com psstas bioldgicas. Esta caracteristica pode
se traduzir numa fragilidade do método para aquedss em que algumas frequéncias
apresentam baixa absorbancia para alguns compestosstudo ou baixos valores de algum
parametro fisico-quimico e nao influenciam forteteamas primeiras componentes principais, a
semelhanca do que ocorre quando se deseja elabhod®los via PCR para determinacdo de
concentracdo de analitos por andlise instrunféhtal

O método PLS contorna esta dificuldade caracieaisio PCR usando as informacdes das
respostas bioldgicas (no caso de calibracdo em (SBXR). Neste caso o primeiro fator é
denominado de variavel latente e descreve a dirdgdonaxima variancia que também se
correlaciona com a resposta bioldgica. Estas vaigalatentes sdo na verdade combinacdes
lineares das componentes principais calculadas peitodo PCR. Um fator agravante da
qualidade do modelo de PLS gerado é o de que smaldas respostas bioldgicas ndo apresentar

determinacéo confiavel o modelo fica calibrado dmeira erradd’.
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Uma vez feita a selecdo de varidveis e a escahaatlelo, este deve ser submetido a
validacao estatistica. O primeiro passo é a vagéfio do grau do ajuste do modelo através do
calculo do coeficiente de correlagdo R e do depairdos, andlise do grafico da atividade
observada em funcéo da atividade prevista pelo loadeo grafico dos residuos da regressao
em funcdo da atividade observada. Em seguida ss&ltagrau de significancia do modelo, que
envolve o calculo do teste F (95 % de confiangcagloulo do valor de relativo ao resultado do
teste F e calculo do intervalo de confianca dosreal dos coeficientes de regresséo (95 % de
confianca). Por fim analisa-se a verificacdo daugida previsibilidade do modelo através da
execucdo do teste de validacdo cruzada e do sugeqéalculo de coeficiente de correlacdo
(rval®) e do desvio padrdo SEV das previéfes

Sobre 0 método de validacdo do modelo de calibraghe um comentério a parte. Em
condicOes ideais seria interessante dispor de umurm® de compostos nao utilizados na
elaboracdo do modelo de calibracdo para testardelm@roposto. Em QSAR este processo é
caro além de demorado. Neste caso uma alternatatecg é utilizar o método de validacéo
cruzadd’®?"® Esta metodologia baseia-se na remocéo de umaaisuamostras do conjunto de
calibracao, construcdo do novo modelo de calibracétlizacdo do novo modelo para prever a
resposta bioldgica dos dados removidos. Em seguattaula-se o erro de previsdo dado pela
diferenga entre a resposta bioldgica prevista btida experimentalmente. Por fim calcula-se a
soma dos quadrados dos erros de previsdo (PRESS3uwairaiz quadrada (SEV). O processo &

repetido para todas as variaveis e por fim conrefites PCs.
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A decisao final sobre o niumero de fatores a se@msiderados no modelo de calibracdo
sera dada em funcdo do menor valor de PRESS o4& ‘S’® Neste sentido, um gréafico de
SEV em funcdo do nimero de fatores deve decresgielamente com a introducdo de cada nova

PC até que praticamente ndo se altere com a inctlesénaior nimero de PCs (F1 na figura 24

A).
A B
SEV PRESS
F1 E2 F1 -
T T T T T 1 O—T——71 T T T T 1
1 N° de Fatores 1 N° de Fatores
1 — o1 100

F2

rval VRA (%)

C D

0
O T T 1 T T T T T T
1 N° de Fatores N° de Fatores

Figura 24: Curvas de erro padrdo de previsdo — SEV (A)dwes - PRESS (B),

coeficiente de correlacéo de validagao - rVal (Wpeancia relativa acumulada — VRA
(D) em funcdo do numero de fatores incluidos no etmdle validacdo. F1(A, B):
namero minimo de fatores a partir do qual os valale SEV e PRESS pouco variam;
F1(D): fator com maior variancia que o fator amerF2 (A, B, C): numero 6timo de

fatores.
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Este comportamento ocorre em virtude de que maionero de fatores produz pouca
alteracdo na variancia relativa acumufdfi@® Uma inclusdo excessiva de fatores pode
armazenar informacédo desnecessaria ou nao coomdaz com a propriedade medida levando a
perda na qualidade do modelo. Neste caso, o nimaximo de fatores que pode ser incluido
para melhorar a qualidade do modelo de validagdeté&rminado como o menor valor de SEV
obtido.

As curvas de PRESS para um modelo de validacdses@elhantes as de SEV uma vez

que os valores de PRESS e de SEV estao relaciopatizsexpressoes

PRESS =X (Y -Y)? (4)
SEV = (PRESS¥ (5)
n-k-1
rva®=1- PRESS (6)
> (Y = Yw)?
onde

Y = valor determinado experimentalmente para utardenado composto

Y = valor previsto para um determinado composto

Ywm = média de valores medidos experimentalmente@acajunto de compostos testados
n = nimero de compostos

k = nimero de fatores

Curvas de Coeficiente de Correlacéo de Validagdalidevem se aproximar de 1 com a

inclusédo de novos fatores até o ponto (F2) em quenaior numero de fatores leve a uma queda
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na qualidade do modelo. Valores de rVal sdo semmeores que valores de Coeficiente de
Correlacéo de Calibracéo (rCal) o mesmo aconteceadoo erro padréo de calibracao (SEC),
uma vez que perde-se informacéo com a exclusdandeomposto no processo de validacao
cruzada. Logo, bons modelos de validacéo sao semopie modelos de calibracéo fazendo com
que os parametros estatisticos (SEV, PRESS e ddés)modelos de validacdo sejam mais
confiaveis para escolha do melhor candidato a madel

Um outro parametro que se costuma utilizar paranpeahar o nivel de informacéo
fornecido pelos fatores € a Variancia Relativa Aclada (VRA) que mede, em porcentagem, a
quantidade de variancia incluida em cada fatodorfglo método de PLS. Normalmente a maior
variancia € apresentada pelo primeiro fator conrédeamo rapido da variancia nos fatores
subsequentes. Eventualmente pode ocorrer que wmn dabseqiente a F1 volte a apresentar
maior variancia (curva pontilhada, F1, figura 43 D)

Um outro fator a ser considerado na etapa de agdm do modelo € a eliminagdo das
amostras anémalas (“outliers”) que, tdo importautanto a determinagdo do numero de fatores
otimos, permite assegurar que um conjunto homogéeeespostas bioldgicas foi utilizado para
geracdo do modelo eliminando-se aquelas respostasap solitarids’. As amostras andmalas
podem ser detectadas através de métodos estatisticm a “leverage” e os residuos de Student.

A “leverage” mede a influéncia de uma amostra nadetwm de regressao e pode ser
estimada através da distancia de uma amostra &oidendo conjunto de dados ou da distancia
Euclidiana no espaco das componentes principais.

Os residuos de Student avaliam a influenciam da aaustra em particular onde se estima
o residuo da resposta bioldgica de cada amostsm@pecdo deste pela “leverage”. Por fim se

aplica um testé como indicativo, para verificar se a amostra est&@ao dentro da distribuicdo
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com um nivel de confianca de 95 %. Valores de am®sicima de 2,5, em unidades de desvio
padrdo, sao considerados altos sob condicfes udeatstatistica e sdo caracterizadas como
“outliers”.

Uma vez validado o modelo, determinado o numemmatde fatores e excluidas as
amostras andmalas pode se determinar o vetor dességf que pode ser entdo aplicado na

previsdo da resposta biologica de novos compostusine a equacao abaixo:

Cprev = Xprevt 0B 4)

ondeXprey CONtEM 0 espectro de um novo composto. A compardgd dados originais com os

“loadings” e escores do vetor de regresséo pernfideititar a interpretacdo dos pesos, ou seja,

das variaveis (parametros fisico-quimicos ou fragiés do IVM) que fundamentam o modelo de

regressad’*’®
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1.2.7 APLICACOES DE ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHEM ANALISE

MULTIVARIADA NA AREA MEDICA E BIOLOGICA

A espectroscopia de infravermelho tem encontradtavéaplicacdes na area médica e
bioldgica. As vantagens de IV como ferramenta paracterizacédo e diferenciacdo de espécimes
clinicos baseia-se na simplicidade da metodolodiaieo custo da analise em relacdo a outras
metodologias tais como CLAE e técnicas moleculaksn da natureza limpa do processo, sem
gerar residuo e sem destruir a amostra necessitEndlguns poucos miligramas para ensaio por
reflectancia difusa (amostra solida) ou até a cedé&imicrogramas para amostras de proteinas em
solucdo aquosa pela técnica de Reflexdo Total AmsmUATR, do inglés “atenuated total
reflectance”*".

Em microbiologia, a aplicacdo de andlise multivdaiade dados no IV usando as
absorbancias associadas as frequéncias geradasirad@aespectros por transmissao, reflexao
total atenuada ou reflexdo difusa como variavetentas tem permitido a diferenciacéo,
classificacdo e identificacdo de diversos géneeosaados de bactérias e de algumas leveduras,
usando diferentes métodos estatisticos de clagsificde amostras tais como HCA, KNN, PCA,
SIMCA, produto de Pearson, distancia Euclidianatagicia de Mahalonobis e algoritmo de
Ward®>?! Em patologia clinica este tipo de anélise temsipdiado criacdo de critérios
classificadores para a identificacdo e diferencad@ tecidos e fluidos bioldgicos relacionados

£83284a na distingdo de tecido renal transplantado nioema

com diversos tipos de neoplasf&
rejeitad6®°.
Em bioquimica a espectroscopia de IV tem encontegaizacdo para caracterizacdo de

relacbes estrutura atividade de firmacos e seleptoees, tais como prostaglandiiase
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peptideos citoliticos antimicrobiarf8§ Ensaios desta natureza buscam observar confoesacd
moleculares no sitio ativo dos receptores atraaéandlise de ligante receptor em solucdes de
solvente especifico (tetracloreto de carbono, aduecando salientar interacdes do tipo ligacdes
de hidrogénio entre o susbtrato e determinadosagmaptos do sitio ativo.

Tetracloreto de carbono tem sido utilizado em aglahdinas porque simula o ambiente
hidrofobico de receptores protéicos que interagenm cestes mediadores de resposta
inflamat6rig®®?%° Entretanto, as anélises tém se restringido &acdlke espectros de absorcéo e
realizacdo de observacoes isoladas de freqUémaalcientes de absor¢cdo molares, largura da
meia altura da banda e intensidade integrada denda¢des axiais tais comd-H, vC=0,
gerando um conjunto de dados com potencial ndooegd do ponto de vista de andlise
quimiométrica.

Em interacdes de peptideos com membranas a reflgefiuada tem se mostrado mais
adequada, sendo novamente utilizado o acompanhardennodificacbes nos perfis de bandas
de amida | e Il em funcéo do pH e da natureza dgosicao lipidica de modelos de membranas
utilizados®".

Em QSAR, a espectroscopia de IV tem fornecido eldos de natureza eletrGnica para
suporte de modelos que busquem prever esta atevidadfuncdo de determinadas bandas do
espectro ou, mais precisamente, em funcdo da @aridg intensidade ou do deslocamento de
bandas para diferentes substituintes em uma otasggnere. Assim tem sido observado com a
absorcéo de vibracdes em frequéncias caractesisteaitrilas em benzonitrilas onde o0 maximo
de absorcéo do grupo CN tem apresentado relagar bom o parametro de Hamgtt

Em hidrocloretos déN,N-(dimetilamino)benzoatos de etila 4-substituiddsegiéncia de

deformacéao axial de C=0 foi aplicada como desariglgtronico para correlacdo com a atividade
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anestésica por apresentar boa correlacdo com mei@mcaeletronico de campo e de ressonancia
de Swain e Luptdi*® o que ja havia sido sistematicamente investigadoa poutras
situacdes*%%

Estudos de QSAR/SAR, utilizando o conjunto complétofreqiiéncias de espectros de
infravermelho de compostos selecionados para umrmdegtado ensaio, ainda nao tém sido

descritos na literatura apresentando, portantocgcammpo de pesquisa com potencial inexplorado.
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1.3 OBJETIVOS

O objetivo geral desta tese foi sintetizar 5’HBXscumarinas 4,6,7-substituidas, usando
metodologia ja descrita na literatura cientificaapexplorar algumas propriedades bioldgicas e
fotofisicas.

Os objetivos especificos incluem:
a) Desenvolver metodologia para aplicacdo de HBXsocfluorocromos para andlise de fungos
de interesse clinico e comparacgéo do potencialdtwémico com rodamina B e fluoresceina.
b) Avaliar o potencial de amidas de HAMBO e de 6Grmoumarina como substratos
fluorogénicos para detec¢éo de atividade amidaskeiegos de interesse clinico.
c) Avaliar o potencial de 6-nitrocumarina como srdie fluorogénico para deteccao de atividade
nitrorredutase em fungos de interesse clinico.
d) Avaliar o potencial citotoxico e mutagénico déefilbenzoxazolas em modelos de sistemas
procariotos e eucariotos através dos testes Sallaonierossoma e teste com a leved@a
cerevisae usando linhagens especificas destes microrgasigram deteccdo de mutagénese
reversa.
e) Comparar a atividade antifungica de 5’'HBXs cemdis 4-substituidos e acidos salicilicos 5-
substituidos e cumarinas 4,6,7-substituidas sapecto de aumento da complexidade molecular,
mantendo-se a relacdo de similaridade estrututakso grupo 1-oxi/hidroxi-fenil-4-substituido

(figura 25):



Objetivos

O
OH OH O OH N/Q o} |
OH o R
Y
X X X X

[79] (80] (81] [82]

Figura 25: Relacdo de similaridade estrutural entre fenéssilgstituidos ([79]), acidos
salicilicos 5-substituidos ([80]), 2-(2’-hidroxifébenzoxazolas 5’-substituidas ([81]) e
cumarinas 4, 6, 7-substituidas ([82]) com aumeetoainplexidade molecular em relacéo

ao grupo 1-oxi/hidroxi-fenil-4-substituido em negri

f) Desenvolver modelos de correlagdo entre esautuatividade antifingica de fendis, acidos
salicilicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas setedos contraF. pedrosaoi utilizando
parametros moleculares tedéricos e/ou tabelados.

g) Avaliar a aplicagcdo de Espectroscopia de Infrae¢ho de Reflectancia Difusa com
Transformada de Fourier (DRIFTS, do inglés “diffusflectance of infrared Fourier Trasform
spectroscopy”) para o desenvolvimento de modelogateelacdo entre estrutura e atividade
antifingica de fendis, acidos salicilicos, 2-feeilboxazolas e cumarinas selecionados céntra

pedrosoiATCC 46428.
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2.1 EQUIPAMENTOS E CONDICOES ANALITICAS

2.1.1 PONTOS DE FUSAO

Os pontos de fusdo foram determinados em tubosaEp utilizando um fusiémetro

Quimis/340.23/709064 alimentado com banho de giaex ndo foram corrigidos.

2.1.2 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO

Espectros no infravermelho foram coletados em gpecrofotdmetro Nicolet modelo
Magna IR550 com faixa espectral de 400 a 4000 emrocessados com software OMNIC E.S.P.
versdo 4.1. As amostras foram analisadas por &flekfusa apos dispersdo em brometo de
potassio. Os comprimentos de onda das bandas aecabsforam expressos em tmAs

principais bandas foram classificadas em forter{fédia (M), fraca (f) e larga (L).

2.1.3 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NO ULTRAVIOLETAN® VISIVEL

Para 0s ensaios com substratos fluorogénicos fotdizadas solucées 1xfamolL™ de
AMC, ACC, SUAC, HAMBO, HACBO e HSUBO em DMSO/EtOH) P4. Para os ensaios de
marcacéo de células fangicas foram utilizadas selsicix10d molL™* de HBO e HAMBO em

octanol, cloroférmio e 1,4-dioxano. Os espectrosigeisivel destas solucdes foram registrados
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em um espectrofotdmetro GBC UV/vis 918 e processadm software GBC/Spectral versao 1.5
utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de candtibo e volume de 3 mL. Como referéncia
empregaram-se cubetas similares com o mesmo seldargolucdo cujo espectro foi registrado.
Na abscissa dos espectros figuram os comprimertosndh expressos em nandémetros (nm) e na
ordenada a absorcdo expressa em unidades de afusarif@ara os ensaios de marcacao de
células fungicas os espectros foram expressos eamalizacdo. Para 0s ensaios com substratos

fluorogénicos os espectros de absorcao foram nizawlals.

2.1.4 ESPECTROSCOPIA DE EMISSAO DE FLUORESCENCIA

Os espectros de fluorescéncia foram registradogrmeraspectrofluorimetro Hitachi modelo
F-4500. Os comprimentos de onda dos maximos desé&mis excitacdo foram expressos em
nandémetros (nm). Foram utilizadas cubetas de quddzlcm de caminho 6tico. Para os ensaios
de marcacdo de células fungicas foram utilizadas;8es 1x16 molL™* HBO e HAMBO em
octanol, 1,4-dioxano e cloroférmio. Para os ensaios 0s substratos fluorogénicos foram
utilizadas soluges 1xTomolL™ de AMC, ACC, SUAC, HAMBO, HACBO e HSUBO em
DMSO/EtOH 10 %. Os espectros de emissao foram abtidilizando maximo de excitacdo na
regido de 300 a 450 nm conforme o solvente e edfom em estudo e coletados na faixa de 300

a 700 nm.
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2.1.5 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCAR

As andlises por espectroscopia de ressonancia tizgnéclear de hidrogénidH-RMN)
e de carbono*{C-RMN) foram realizadas em um espectrometro VARMXR-200 (Bo = 4,7
T) ou VARIAN YH300 (B = 7,0 T). Os espectros de hidrogénio foram obta@&)0 ou 300
MHz e os de carbono a 50 ou 75,4 MHz em tubosmenSde didametro interno utilizando CRXCI
ou DMSO-¢ como solventes. Os espectros foram obtidos a tatypa ambiente (20 °C). Os
deslocamentos quimico8) (foram expressos em partes por milhdo (ppm) eatdel ao pico do
tetrametilsilano (TMS9 = 0,00 ppm), usado como referéncia interna, e edatdo ao sinal do
dimetilsulfoxido deuterado (DMSOsdd = 2,49 ppm) ou em relacdo ao sinal do cloroférmio
deuterado (CDGJ & = 7,24 ppm) quando estes foram utilizados comeesdes. A atribuicdo dos
sinais dos espectros dd-RMN e **C-RMN de &cidos salicilicos, benzoxazolas e curaarfoi

feita utilizando a seguinte numeracéo (figura 26):

1 OH
OH 1 4 5 4
3 3a
4 4 [
9 20

Figura 26: Numeracéo utilizada para atribuicdo de sinaisspectros d&H-RMN e **C-

RMN de acidos salicilicos, 2-fenilbenzoxazolas marinas.
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Os demais sinais d&H-RMN referentes aos grupos -OH, -BHCHs, CH:CO-, e
HO,CCH,CH,CO- e os sinais de"C-RMN referentes aos grupos -GHCH:CO-, e

HO,CCH,CH,CO- foram explicitados.

2.1.6 MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA

Os estudos de microscopia de epifluorescénciaétidas fungicas foram realizados em
microscopio de epifluorescéncia Optiphot-2/Nikoguipado com uma unidade de fluorescéncia
Microflex UFX-DX equipada com uma lampada Hg 10@aram de alta pressao de mercurio
sendo utilizados filtros UV-2A (330-380 nm) paraidados benzoxazolicos, G-1A (546/10 nm)
para rodamina B e B-2A (450-490 nm) para fluorese® equipamento fotografico consistiu de
uma camera Nikon FX-35DX conectada a um sistemaedestro UFX-DX de regulacdo
automatica de exposi¢des equipada com Filme Kod#ia.UD processamento das fotos foi
realizado em sistema HP Modelo Scanjet 4C equipado software Deskscan Il formato Sharp

Million of Collors com padrao 100x100 dpi de resgla.

2.2 SOLVENTES E REAGENTES COMERCIAIS

Os solventes e reagentes empregados neste trdbedno utilizados conforme fornecidos

pelas empresas Merck, Grupo Quimica, Reagen, Swykthjch e Nuclear. Os reagentes
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utilizados para ensaios de genotoxicidade foramriles nos procedimentos. Demais reagentes

estao listados na tabela 1.

Tabela 1. Solventes e reagentes empregados na sinteseridaddse fendlicos, de &cidos
salicilicos, de 2-fenilbenzoxazolas e de cumarinas, ensaios de fluorocromos, de substratos

fluorogénicos e de atividade antifungica.

Reagente/Solvente Marca
4-Acetamidofenol Galena

Acetato de etila Synth, p.a.
Acetoacetato de etila Grupo Quimica
Acetona Synth, p.a.

Acido acético glacial Lafan, p.a.

Acido 5-aminosalicilico Riedel-deHaén, 99 %
Acido cloridrico Nuclear, p.a.

Acido fosforico Synth, 85 %

Acido DL-mélico Synth, p.a.

Acido nitrico Grupo Quimica, 70 %
Acido salicilico Synth, p.a.

Acido sulfarico Nuclear, p.a.

Agar bacteriol6gico Oxoid

Agar Batata Dextrose Difco

Anidrido acético Synth,
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Anidrido succinico Vetec

Bicarbonato de sédio Synth, p.a.
Cloroférmio Nuclear, Synth, p.a.
Cloroférmio deuterado Merck, 99 %
Cumarina Synth, 99 %
Diclorometano Synth, Nuclear, p.a.
Dimetilsulféxido Nuclear, p.a.
Dimetilsulféxido deuterado Aldrich, 99 %
1,4-Dioxano Grupo Quimica, p.a.
Ditionito de sodio Vetec

Etanol Nuclear, 95 %
Extrato de levedura Oxoid

Fenol Nuclear, p.a.
Glicose anidra Synth, p.a.

Hexano Synth, Nuclear, p.a.
Hidréxido de aménia Nuclear, p.a.
Hidréxido de sodio Nuclear, p.a.
Octanol Riedel-deHaén, p.a.
orto-Aminofenol Riedel-deHaén, 99 %
Pentéxido de fosforo Vetec

Peptona bacteriologica Oxoid

Resorcina Nuclear
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Silica gel Vetec, 70-230 mesh
Silica gel G para camada delgada Vetec, p.a.

Triciclazol BIM-DowAgroSciences

2.3 OBTENCAO DE FENOIS
2.3.1 4-AMINOFENOL (AMF)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram intzatbs 2,023 g (1,33x10mol) de
paracetamol e 5,3 mL de acido cloridrico diluidd {7 de agua e 36 mL de &cido cloridrico). A
mistura foi refluxada por 10-15 min, resfriada, tnglizada com bicarbonato de sodio a 5 % e

tratado com 0,2 g de ditionito de sadio e filtra@gproduto foi seco em estufa a 45-50 °C.

IV Vinax (KBr, cm™): 3318 (M), 3287 (M); 3165 (L); 1610 (M); 1242 (F).

2.4 OBTENCAO DE ACIDOS SALICILICOS 5-SUBSTITUIDOS

2.4.1 ACIDO 5-NITROSALICILICO (ANS)

Em um balédo de fundo redondo de 100 mL foram bligkis 3,8 g de acido salicilico em 5

mL de acido acético glacial. Apos colocar o sistamabanho de gelo foram adicionados, por

85



Parte Experimental

gotejamento lento e sob agitagcédo, 2,4 mL de um&risie 4cido nitrico 65 % e acido acético
glacial 2:5 em volume. Em seguida foi adicionador, gotejamento lento e sob agitacdo em
banho de gelo, 1 mL de &cido sulfdrico. O sisteon&iitdo retirado do banho de gelo e deixado
sob agitacdo a temperatura ambiente por 2 h. N dieste periodo observou-se a formacao de
um precipitado marrom claro. Em seguida a mistaraadlicionada sobre 20 g de gelo picado.
Apbs o gelo derreter, o precipitado foi filtrade&cuo e lavado duas vezes com 10 mL de agua
gelada. O produto foi seco em estufa a 50-60 °C 4%rh. A purificacdo foi realizada
primeiramente submetendo o produto a sublimacd® @éaninar tracos de &cido salicilico. Em
seguida o residuo foi tratado com cloroférmio pacdubilizar a maior parte do acido 3-
nitrosalicilico. Apos filtracdo, obteve-se um regidle 2,67 g de acido 5-nitrosalicilico (53 %).
Uma aliquota de 0,2 g deste residuo foi solubibizawh etanol e purificado por cromatografia em
coluna de silica 70-230 mesh com gradiente de fAomio:etanol. PF: 223-225 °C. Lit: 233-235

0C294.

IV Vmax (KBr, cm™): 3073 (L), 1663 (F), 1617 (M), 1571 (M), 1518 (M}¥41 (F), 1333 (F),

1234 (F),1188 (F).

'H-RMN (300MHz, DMSO-dg, 8ppm): 7,14 (d, 1H, K, J, = 9,1 Hz); 8,30-8,34 (dd, 1H,4HJ;

= 2,9 Hz,J, = 9,3 Hz); 8,54-8,55 (d, 1H,d); = 2,9 Hz); 9,80 (s, 2H, GBI, OH).

2.4.2 ACIDO 5-ACETILAMINOSALICILICO (AACS)
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Em um copo de bécker de 50 mL foram misturado? @,dle acido 5-aminosalicilico, 2,5
mL de 4gua e 1 g de anidrido acético. Mantendogtacgdio com bastdo de vidro o sistema foi
introduzido em banho de 6leo a 100 °C até liquefaginpleta (cerca de 1 minuto). Logo em
seguida ocorreu solidificacdo da mistura. O sistéwnaetirado do banho, esfriado e a mistura
triturada, lavada duas vezes com 10mL de agu&radfil. O material foi seco em estufa a 30 °C e
recristalizado em etanol. A pureza foi avaliada@omatografia em camada delgada. PF = 215-

217 °C.

IV Vmasx (KBr, cm™): 3272 (F): 3111 (L): 1671 (F); 1648 (F); 1541 (E549 (M); 1265 (M);

1196 (F).

'H-RMN (300MHz, DMSO-dg, 8ppm): 2,0 (s, 3H, Ch); 6,87-6,90 (d, 1H, & J» = 9,0 Hz);
7,61-7,65 (dd, 1H, ki J; = 2,4 Hz,J, = 9,0 Hz); 8,07-8,08 (d, 1H,d4J; = 2,4 Hz); 9,89 (s, 1H,

NH).

2.5 OBTENGAO DE 2-FENILBENZOXAZOLAS

2.5.1 2-FENILBENZOXAZOL (FBO)

Em um baldo monotubulado de 50 mL foram introdogitl,02 g de pentdxido de fésforo e

0,98 g de acido fosforico concentrado. A misturiaafguecida a 100-120 °C até dissolucdo do

pentoxido de fosforo. Em seguida foi adicionada umiatura triturada de 0,34 g de &cido
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benzoico e 0,15 g derto-aminofenol. A mistura foi homogeneizada, e o balédado com
bexiga de borracha e aquecido a 150 °C por 2 h0e’QQpor mais 1 h. Apds resfriamento, o
conteudo foi vertido em uma mistura de gelo pica@g e 50 mL de dgua gelada sob agitacédo. A
suspensao foi neutralizada com 50 mL de solucaoagtt de bicarbonato de sddio e filtrada a
vacuo. O produto foi seco em estufa a 50 °C, digtmlem cloroférmio e purificado em coluna
de silica 70-230 mesh usando cloroformio como édue@ rendimento final foi de 35 %. O

produto apresentou-se na forma de cristais alatesj®F = 104-106 °C. Lit: 102-104*8¢&*

IV Vmax (KBF, cm™): 3057 (M), 1617 (), 1548 (F), 1487 (M), 1441 (E341 (M), 1227 (F).

'H-RMN (300MHz, DMSO-dg, 8ppm): 7,44-7,48 (m, 2H); 7,62-7,68 (m, 3H); 7,78-7,88, (

2H): 8,22-8,26 (m, 2H).

3C-RMN-APT (DMSO-d¢, dppm): 110,85 (G); 119,78 (G); 124,79 (G); 125,44 (G); 126,39

(Cr); 127,22 (G); 129,21 (G);131,85 (G); 141,47 (Gy; 150,18 (Gy); 162,19 (G).

2.5.2 2-(2’-HIDROXIFENIL)BENZOXAZOL (HBO)

Em um baldo de 50 mL foram misturados e aquecit#oa aolubilizacdo, 14,7 g de acido
fosforico 85 % e 15,3 g de pentéxido de fosforo. ggguida foram adicionados 2,29 gato-
aminofenol e 3,01 g de &cido salicilico, degasmifise com nitrogénio e aqueceu-se por 2 h a

180-190 °C e 2 h a 220-230 °C. A mistura foi vertein 50 mL de &gua, neutralizada com
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solucéo saturada de bicarbonato de sodio, filteadgorecipitado seco a temperatura ambiente e
extraido em Soxhlet contendo silica 70-230 meshup@ semana com hexano. A evaporacao do
solvente produziu 2,39 g (59 %) de cristais brard®$iBO com fluorescéncia verde azulada a
luz uv 365 nm e Rf em CCD idéntico ao de amosteaipmente preparada no laboratério. PF =

124-125 °C. Lit: 122-124 9@%%4

IV Vmax (KBr, cm™): 3057 (L), 1625 (M), 1579 (M), 1541(M), 1487 (H}449 (M),1242 (F),

1158 (M).

2.5.3 2-(2’-HIDROXI-5’AMINOFENIL)BENZOXAZOL (HAMBO)

Em um baldo de 50 mL foram misturados e aquecitibs golubilizacdo 9,8 g de acido
fosforico 85 % e 10,2 g de pentdxido de fosforo. §gguida foram adicionados 1,64 gaito-
aminofenol e 2,3 g de &cido 5-aminosalicilico, deffecou-se com nitrogénio e agueceu-se
por 2 h a 180-190 °C e 2 h a 220-230 °C. O conteladbaldo foi vertido em 50 mL de agua,
neutralizado com solucdo saturada de bicarbonatsdde, filtrado, e o precipitado seco a
temperatura ambiente e extraido em Soxhlet conteflida 70-230 mesh por uma semana com
hexano:diclorometano 1:1. Evaporacao do solveréyaiu 2,2 g (65 %) de cristais amarelos em
forma de agulhas com fluorescéncia cor alaranjdda av 365 nm e Rf em CCD idéntico ao de

amostra previamente preparada no laboratério. PF6=177 °C. Lit: 174-175 %€

IV Vmax (KBr, cm™): 3057 (M), 1617 (P), 1548 (F), 1487 (M), 1441 (B341 (M), 1227 (F).
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IH-RMN (300MHz, DMSO-dg, 8ppm): 5,00 (s, 2H, Nk); 6,89-6,90 (m, 2H, & H-): 7,30-7,32

(dd, 1H, H); 7,45-7,49 (m, 2H; W He); 7,80-7,93 (m, 2H, K, He); 10,47, (s, 1H, OH).

3C-RMN-APT (DMSO-ds, dppm): 109,66 (G); 110,48 (G); 110,88 (G); 117,57 (G);
119,00 (G); 121,36 (G); 125,21 (Q); 125,58 (G); 139,61 (Go); 141,69 (G); 148,63 (G);

149,34 (G): 162, 87 (G).

2.5.4 2-(2’-HIDROXI-5’ACETAMIDOFENIL)BENZOXAZOL (HACBO)

Em um tubo de ensaio foram misturados 24 mg d&tacde sddio anidro, 0,42 mL de
acido aceético glacial, 0,226 g de HAMBO e 0,2 mLadélrido acético. A mistura foi agitada em
tubo de ensaio por 5 min observando-se a formaeaanth pasta pulverulenta. O material foi
lavado 2 vezes com 4 mL de agua destilada, cegadiol € o sobrenadante descartado. Apos
secagem em estufa a 50-60 °C, o material foi tabriado em acetato de etila obtendo-se 0,25 g
(93 %) de um sdélido cor résea. O produto foi poaifio por cromatografia em coluna de silica

70-230 mesh com hexano:acetato de etila 1:4 couvam. PF = 255-256 °C.

IV Vmax (KBF, cm™): 3272 (F); 3103 (L); 1655 (F); 1610 (f); 1579 (M}95 (F): 1242 (F).
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'H-RMN (300MHz, DMSO-dg, 8ppm): 2,09 (s, 3H, Ch); 7,07-7,11 (d, 1H, K, J, = 9,0 Hz);
7,46-7,53 (m, 2H, | Hy); 7,57-7,63 (dd, 1H, ki, J; = 2,6 Hz,J, = 9,0 Hz); 7,84-7,90 (m, 2H,
Hs, He); 8,45-8,47 (d, 1H, K, J; = 2,6 Hz); 10,06 (s, 1H, OH); 11,00 (s, 1H, NH).
13C-RMN-APT (DMSO-d¢, 8ppm): 23,89 (CH); 109,75 (G); 111,11 (G); 117,32 (G); 117,40
(Ce); 119,23 (G); 125,36 (Q); 125,39 (G); 125,94 (G); 131,95 (G); 139,50 (Gy); 148,81

(Cr): 153,58 (G); 162,25 (C=0); 168,20 (§

2.5.5 2-(2’-HIDROXI-5’-SUCCINAMIDOFENIL)BENZOXAZOL(HSUBO)

HSUBO foi obtida de maneira semelhante ao HACBGstwindo anidrido acético por
0,192 g de anidrido succinico. O produto obtido sapécristalizacdo em acetato de etila
apresentou massa de 0,2 g (61 %) e cor castanha. ¢ produto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica 70-230 meshzatililo gradiente de hexano:acetato de etila

1:4 como eluente. PF = 214-217 °C.

IV Vimax (KBr, cm™): 3272 (F); 3081 (L); 1694 (F); 1640 (F); 1534 (E43 (F).

'H-RMN (200MHz, DMSO-dg, 8ppm): 2,58 (s, 4H, 2Ch); 7,07-7,12 (d, 1H, B, J, = 8,8 Hz);

7,3-7,59 (dd, 1H, W, J; = 2,6 Hz,J, = 8,8 Hz); 7,46-7,51 (m, 2H, HH;); 7,84-7,92 (m, 2H, H

He); 8,53-8,54 (d, 1H, K, J1 = 2,6 Hz); 10,11 (s, 1H, OH); 11,00 (s, 1H, NH@Q,H).

91



Parte Experimental

13C-RMN (DMSO-dg, 3ppm): 29,08-29,42 (ChCHy); 109,62 (G); 111,07 (G); 117,17 (G);
117,34 (G); 119,15 (G); 125,24 (G); 125,85 (§);131,96 (G); 139,48 (G,); 148,76 (G);

153,60 (G); 162,28 (G): 170,07 (CONH); 174,13 (C®).

2.6 OBTENGCAO DE CUMARINAS

2.6.1 6-NITROCUMARINA (NC)

O processo foi realizado conforme técnica proppstaMorgan e Micklethwait em 1984

Em um baldo de 100 mL foram dissolvidos 20 g (iffidol) de cumarina em 24 mL de acido
aceético glacial. A mistura foi aquecida para sdiph¢do da cumarina e esfriada a temperatura
ambiente. Em seguida foram adicionados, sob agitegd banho de gelo a 10-15 °C e por
gotejamento, uma mistura de 11,2 mL de &cido niie % e 8 mL de &cido acético glacial. Por
fim foram adicionados, por gotejamento lento, 20 d&_&cido sulfurico concentrado. Apos a
adicao ter se completado retirou-se o banho deeyelsistema foi aquecido a 30-35 °C por 2 h.
Neste periodo foi observada a formacdo de predipitanarelo-limédo. Apds deixar o sistema
descansando por 24 h foram adicionados 100 mL dea §glada seguido por filtracdo. O
precipitado foi lavado novamente com 100 mL de &gaafiltrado e seco em dessecador. Em
seguida foi recristalizado em cloroférmio e o sobadante purificado por cromatografia em
coluna de silica 70-230 mesh com proporcéo silimastra 1:10 utilizando cloroférmio como
eluente. O produto é sollvel em cloroférmio e dmhoetano pouco solivel em etanol, acetato de
etila e muito pouco solivel em agua. O rendimeitado foi de 70 %. O produto apresenta-se

sob a forma de cristais levemente amarelos com E6=187 °C. Lit: 186-187 &
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IV Vmax (KBF, cm™): 3111(M),3058(M); 1733(F); 1610(M); 1526(F); 135(EL05(M).

'H-RMN (200MHz, DMSO-dg, 8ppm): 6,87-6,92 (d, 1H, & J = 9,8 Hz); 7,75-7,79 (d, 1H,g

J=8,6 Hz); 8,09-8,13 (d, 1H,44] = 9,8 Hz); 8,68-8,75 (d, m, 2H sHH).

2.6.2 6-AMINOCUMARINA (AMC)

Em baldo de 100 mL foram suspensos 1,77 g da@:uninarina e 3,2 g de limalha de ferro
em 20 mL de etanol 95 %. Em seguida foram adicio®&j7 mL de &cido cloridrico concentrado
e a mistura foi agitada por 1 h. A mistura foi maelizada com solucdo saturada de bicarbonato de
sédio e concentrada em evaporador rotatério. O riaht®i tratado com acetato de etila e
purificado por cromatografia em coluna de silica230 mesh usando gradiente de hexano
acetato de etila. O rendimento obtido foi de 4@froduto apresenta-se sob a forma de agulhas
amarelas sollveis em acetato de etila. Quandoistaisrsdo solubilizados em etanol ou uma
amostra da solucdo € eluida em placa de CCD caoa gj¢l G60 observa-se fluorescéncia

amarela sob irradiacdo com luz uv 365 nm. PF =188°C. Lit: 162-163 °E.

IV Vmax (KBr, cm™): 3403 (M), 3326 (M), 3211 (M); 3073 (f); 1702 (A572 (F); 1449 (M);

1388 (M); 1304 (M): 1181 (M).
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'H-RMN (200MHz, DMSO-de, 8ppm): 5,27 (s, 2H, Nk); 6,34-6,39 (d, 1H, & J = 9,6 Hz);
6,75-6,76 (d, 1H, K J; = 2,6 Hz); 6,83-6,89 (dd, 1H,/H); = 2,6 Hz,J, = 8,8 Hz); 7,09-7,14 (d,

1H, Hs, J, = 8,8 Hz); 7,87-7,92 (d, 1H,44J = 9,6 Hz).

2.6.3 6-ACETAMIDOCUMARINA (ACC)

Em um tubo de ensaio de 10 mL foram misturado® @4 de acido acético glacial, 24 mg
de acetato de sédio anidro, 0,161 g de AMC e 0,dmhknidrido acético. A mistura foi agitada
com bastdo de vidro por 5 minutos observando-serraaicdo de uma pasta pulverulenta. O
material foi suspenso com 4 mL de agua destilagt#ritugado (3500 g/ 4 min) e o sobrenadante
descartado. Apds secagem em estufa a 50-60 °Cesiahdidi recristalizado em acetato de etila

obtendo-se 0,16 g (57 %) de um solido de cor Heges 215-216 °C.

IV Vmax (KBr, cm™): 3295 (M); 3104(M): 1725(F); 1664(F); 1574 (F);4P4M); 1373(M);

1273(M); 1250(M).
'H-RMN (200MHz, DMSO-ds, 8ppm): 2,08 (s, 3H, Ch); 6,45-6.50 (d, 1H, k J = 9,6 Hz)
7,34-7,38 (d, 1H, b J, = 8,8 Hz); 7,63-7,68 (dd, 1H,/HJ; = 2,6 Hz,J, = 8,8 Hz); 8,05-8,10 (d,

2H, Hy, Hs); 10,26 (s, 1H, NH).

3C-RMN-APT (DMSO-d¢, ppm): 23,92 (CH): 116,43 (G); 116,54 (G); 117,46 (G); 118,62

(C10); 123,12 (G); 135,82 (G); 144,38 (G); 149,18 (G); 160,84 (G); 168,50 (CO)
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2.6.4 6-SUCCINAMIDOCUMARINA (SUAC)

SUAC foi obtida de maneira semelhante a ACC poséabstituindo anidrido acético por
0,192 g de anidrido succinico. O produto obtido sapécristalizacdo em acetato de etila

apresentou massa de 0,2 g (77 %) e cor bege. B6-£9p °C.

IV Vmax (KBr, cm™): 3295 (M); 3219 (M): 3081 (M); 1702 (F); 1671 (FBID (f); 1564 (M);

1549 (M); 1442 (M); 1403 (M); 1342 (M); 1319 (M)181 (M); 1158 (M).

'H-RMN (200MHz, DMSO-dg, 8ppm): 2,39 -2,57 (d, 4H, 2CHt 6,46-6,51 (d, 1H, K J = 9,6
Hz); 7,34-7,38 (d, 1H, § J, = 8,8 Hz); 7,62-7,68 (dd, 1H,/H) = 2,4 Hz,J, = 8,8 Hz); 8,05 e

8,09 (d, 1H, H, J= 9,4 Hz): 8,07-8,08 (d, 1H,44J; = 2,4 Hz); 10,23 (s, 1H, NH).

3C-.RMN (DMSO-dg, dppm): 29,01-29,35 (ChCH,); 116,55 (G); 116,65 (G); 117,53 (G);
118,73 (Go); 123,11 (G); 135,82 (G); 144,41 (G); 149,23 (G); 160,18 (C=0); 170,45

(CONH); 174,10 (CGH).

2.6.57-HIDROXICUMARINA (UMBELIFERONA, U)
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Em um baldo de 100 mL foram adicionados 1,6 g dercéol, 2 g de acido malico
(previamente triturados num almofariz) e 4,4 mLadalo sulfdrico concentrado. O sistema foi
introduzido em banho de 6leo a 120-130 °C por Zdm agitacdo, observando-se intensa
efervescéncia no inicio do processo. Apds atintgngeratura ambiente, foram adicionados 50 g
de gelo picado e a suspenséo foi extraida duas were 30 mL de acetato de etila. As fracoes
organicas foram reunidas e lavadas com 10 mL agelimoato de sédio 5 %. ApGs evaporacao do
solvente e secagem em estufa a 50-60 °C, foramosbli,3 g (55 %) de produto de cor salméo
com fluorescéncia azulada sob irradiacdo com lu36s nm quando em solugcao de acetato de
etila. Uma aliquota de 0,25 g foi purificada pasroatografia em coluna de silica 70-230 mesh

com gradiente de hexano acetato de etila. PF 2264C. Lit: 230 °C(det}*

IV Vmax ( KBr, cm™): 3173 (L); 1679 (F); 1564 (F); 1510 (M); 1311 (MR35 (M),1228 (M).

2.6.6 7-HIDROXI-4-METILCUMARINA (4-METILUMBELIFERONA, MU)

Em um baldo de 50 mL com agitador magnético foeatitionados 20 mL de &cido
sulfarico concentrado. O frasco foi imerso em badbaelo, e apos a temperatura alcancar 10
°C, uma solucéo de 2,20 g (0,02 mol) de resor@r)60 g (0,02 mol, 2,6 mL) de acetoacetato de
etila foi adicionada lentamente, por gotejamenfoogto término da adi¢do, o sistema foi mantido
a temperatura ambiente por 24 h sob agitacdo. @w@dm do baldo foi vertido sob vigorosa

agitacdo em mistura de 40 g de gelo picado e 6@entolucdo gelada a 50 % de hidroxido de
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sédio. O precipitado foi coletado em um filtro gddo com trés aliquotas de 5 mL de agua fria.
O precipitado foi recristalizado em etanol 95 %naka5 g de produto para 15 mL de etanol. O
rendimento final foi de 85 %. Uma aliquota de O/@igpurificada por cromatografia em coluna
de silica 70-230 mesh com gradiente de acetattldr&nol. PF = 182-185 °C. Lit = 1856C

IV Vmax (KBr, cm™): 3165 (L); 1671 (F); 1602 (F); 1449 (f); 1388 (MR73 (M).

2.6.6 7-ACETILOXI-4-METILCUMARINA (ACETATO DE 4-METILUMBELIFERONA,

AMU)

Em erlenmeyer de 50 mL foram adicionados 5,7 grirido acético e 2,86 g (20 mmol)
de 4-metilumbeliferona. A mistura foi refluxada dgb h, resfriada e tratada com 40 mL de agua
e 40 g de gelo picado. O produto foi filtrado ealdw 2 vezes com 5 mL de agua, filtrado e seco
em dessecador. A purificacdo foi feita por reclizigdo em etanol 95 %. O rendimento final foi
de 99 %. Uma aliquota de 0,2 g foi purificada pontatografia em coluna de silica 70-230 mesh

com gradiente de acetato de etila:etanol. PF 2@5Qit = 150-151 °&,

IV Vmax (KBr, cm™): 1763 (F); 1725 (F); 1625 (M); 1564 (M); 1373 (MR66 (M); 1197 (F).

2.7 ENSAIO DE MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA
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O ensaio de microscopia de epifluorescéncia faizado com rodamina B, fluoresceina,
HBO e HAMBO.

Utilizou-se como modelo a amostra epedrosoiATCC 46428 que foi mantida em agar
Sabouraud (DIFCO) a 36,5 °C. A producéo de céhdaetativas para estudos de fluorescéncia
foi realizada através de microcultivo em BDA (DIFCém Tween 80 a 1 %, a 36,5 °C por 30
dias ou por cultivo em caldo Sabouraud (DIFCO) 83@or 7 dias (células em suspenséo).

Foram avaliados véarios métodos de coloracdo. Setu@x1F molL™" (Solucdo I) de
fluoréforos em dimetilsulféxido foram diluidas al®¢ molL™ com etanol 90-95 %(Solucéo II).
Métodos de coloragdo foram realizados com doisstgm amostras: microcultivos (Métodos | a
VI) e suspensdes de hifas (Método I):

Método I: Tratamento direto com Solu¢des | ou thsecagem na chama.

Método II: Imersdo em etanol 70 % por 12 h, secagetemperatura ambiente seguida por
coloracéo com solucéo Il e secagem na chama.

Método IlI: Imersdo em etanol 70 % por 12 h, segageemperatura ambiente, tratamento com
octanol 10 % em etanol comercial (5-10 min), segpidr coloracdo com solucao Il e secagem na
chama.

Método IV: Tratamento com octanol 10 % sem secagarmhama e coloracdo com solugéo | ou
Il.

Método V: Tratamento com octanol 10 %, secagemhzamea e coloracdo com solucéo I, e
secagem na chama sem posterior lavagem com etanol.

Método VI: Tratamento direto com soluc¢des | comagem na chama sem posterior lavagem

com etanol.
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Apés tratamentos as células foram analisadas enosoi@pio de epifluorescéncia conforme item

2.1.6.

2.8 ENSAIOS COM SUBSTRATOS FLUOROGENICOS

Os ensaios de avaliacdo de substratos fluorogéniocam realizados utilizando os
derivados HACBO, HSUBO, ACC e SUAC para deteccaoatiddade amidase e NC para
deteccdo de atividade 6-nitrorredutase. Os ensanosistiram inicialmente de obtenc&o de
culturas de fungos em &agar Sabouraud para, emdsegserem ensaiadas com solucbes de
substratos fluorogénicos em tampao fosfato de sodio
Amostras de fungos: Foram utilizadas amostrag\gjgergillus flavusCMMI 120, Aspergillus
fumigatusCMMI 121, Fonsecaea pedrosdATCC 46428,Absidia sp E5-2B, Aureobasidium
pullulansCMMI L4, Candida albicanATCC 18804 ,Saccharomyces cerevisgermento de pao
comercial) mantidas em agar Sabouraud.

Soluces de substratos fluorogénicos: bl de HACBO, HSUBO, ACC, SUAC foram
dissolvidos em 1 mL de DMSO e o volume diluido enL@om solucéo estéril de tampao fosfato
de sédio pH 7,0 0,01 moll. Para atividade nitrorredutase NC foi diluido ceafucéo 4 % de
glicose em tampéo fosfato de sédio pH 7,0 0,01 tholL

Amostras de fungos foram inoculados em tubos daieme 100x10 mm contendo 2 mL de
agar Sabouraud acrescido de 1 % de extrato deusvettlinado e incubados por 7 dias a 30 °C.

Em seguida foi adicionado sobre cada cultura 2 ralsdlucdo 1x1® molL™ de substrato
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fluorogénico em solucéo tampdo pH 7,0 a 0,01 fale fosfato de sédio. As culturas foram
incubadas por 9 dias. Simultaneamente foram in@gamllturas contendo tamp&o sem o
substrato (Branco [) e tubos contendo a solu¢gasutstrato sem terem sido inoculados (Branco
11).

Apbs incubacédo foram adicionados 2 mL de solugfirada de cloreto de sddio e 1 mL de
acetato de etila. Os tubos foram agitados e desxaldscansar para separar as fases. A fase
organica foi aplicada em placa de CCD de silicaGf# e eluidos com hexano acetato de etila

1:4. Apos eluigcéo as placas foram reveladas eraviB65 nm e fotografadas.

2.9 ENSAIOS DE AVALIACAO GENOTOXICA

Neste trabalho a avaliacdo genotodxica foi diremilanpara estudos de mutagenicidade de

benzoxazolas através do teste Salmonella/micros@esta de Ames) e o teste com levedura.

2.9.1 TESTE SALMONELLA/MICROSSOMA

Este método utiliza linhagens dal®onella typhimuriunauxotréficas para o aminoacido

histidina e que revertem & prototrofia pelo tratafm&om agentes genotoxiéos™>

2.9.1.1 Linhagens
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Foi utilizada a linhagem d8. typhimuriumTA100 ja descrita na literatfrd e fornecida

por B.N. Ames (Universidade da Clifornia, Berkel€yA. EUA).

2.9.1.2 Meios de cultura

O crescimento da linhagem indicadora foi realizanomeio liquido completo - meio NB -
contendo 8 % de meio nutriente (“nutrient brottBBL: Div. Becton, Dickinson and Company,
CokeyVille, Maryland, EUA ou Oxoid n°® 2 - Oxoid lad Basingstoke, Hants, Inglaterra) e 5 %
de cloreto de sodio.

No teste de avaliagdo mutagénica, foi empregadeio minimo - MM - (30 mL/placa )
constituido por uma mistura de glicose a 40 % (%) enmeio E de Vogel - Bonner (20 mL)
assim constituido: sulfato de magnésio a 1 %, é&cittico mono-hidfratado a 10 %, fosfato de
potassio dibasico a 50 %, fosfato de soédio e aménky,5 % e agar bacteriologico (Difco
laboratories, Michigan, Estados Unidos) a 1,5 %.

Para a semeadura no teste de avaliagdo mutag@mnicgilizado o agar de superficie
(gelose) contendo 0,6 % agar (Oxoid, Inglaterr@)>e% de cloreto de soédio, suplementado com
10 % de solucéo de histidina e biotina (5,0%holL™).

Para o teste de viabilidade celular (citotoxicelad sobrevivéncia) foi o utilizado o meio
completo solidificado - meio NA - (20 mL/placa) letaado a partir do meio NB solidificado com

1,5 % de agar (Biobras Bioquimica do Brasil S.Agntés Claros, Minas Gerais, Brasil).
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As placas originais (placas-méae) para a estocalgantinhagens eram constituidas de meio
minimo completo (30 mL/placa) acrescido de histidi®,6x10" molL*/placa), biotina (3 x16
molL/placa) e ampicilina (7,5x10g/placa). Para a linhagem TA102 ainda foi adici@nad

tetraciclina (6,0x10 g/placa).

2.9.1.3 Confirmacao do gendtipo da linhagem TA100eb. typhimurium

Os ensaios para confirmag¢do do genoétipo da limhagA100 deS. typhimuriumforam
realizados mensalmente ou sempre que a linhagemapésentou o padrdo de mutacao
espontanea ou os indices de mutacdo induzida fem#tecontroles positivos. Este ensaio foi
realizado em cultura de célula cultivada com demidle 1-2x10célula.mL’ e o caratehis foi
confirmado pela auséncia de crescimento em plaeaseib seletivo, sem histidina. Aliquotas da
cultura bacteriana foram estriadas em placas derdeomeio minimo acrescido de histidina (0,1
molL™ (0,1 mL) e biotina 0,5xIdmolL™ (0,1 mL), bem como em placas teste contendo apenas
biotina (requerida devido a delecdo no gewmeB, a qual se estende através do gene responsavel
por sua sintese). ApoOs incubacdo a 37 °C por unita, fauscou-se observar auséncia de

crescimento nas placas-teste.

2.9.1.4 Preparacao das amostras e controles
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FBO, HBO, HAMBO e HACBO foram dissolvidos em DMS®:1). As solu¢gbes foram
sempre preparadas imediatamente antes dos exptygreeao abrigo da luz nas concentragdes de
2x10°, 1,6x10°, 1,25x10", 1x10° e 8x10° molL. Estas concentracdes em (niblilaca) foram
escolhidas, levando-se em consideracdo a solultdiddos derivados benzoxazdlicos e a
citotoxicidade que pode variar com a linhagem e eoptresenca ou nao de sistema metabdlico
(S9 mix).

A dose de maior concentracdo foi determinada @dérade triagem inicial, utilizando
diluicdo seriada & metade a partir de uma solugd68molL™ diluida 1:100 em DMSO em
testes realizados com a TA100, na auséncia e sar@& de mistura de ativacdo microssomal (S9
mix).

O critério utilizado na triagem inicial foi o segte: a maior concentracdo ndo deveria
promover, no teste de viabilidade celular (citotadade), uma taxa de sobrevivéncia situada
abaixo de 70 % e ou a reducdo no numero de coléevastentes espontaneas ou 0 aparecimento
de microcolbénias no teste de mutagénese; os desvhdnzoxazoélicos deveriam manter-se
soliveis em toda as etapas do teste.

Numa bateria de tubos de ensaios foram colocadhsnes variados emplL de duas
solucdes de derivado benzoxazdlico em teste, adaslitonforme a faixa de dose requerida no
experimento, pré-determinadas como descrito adidsavolumes ndo foram menores do que 4
UL e nem maiores do que Pb. Foram preparados quatro tubos para cada coacénirtrés para
serem utilizados no teste de mutagénese e um teadiesobrevivéncia.

Em cada teste, foram acrescentados tubos contna@ontroles negativos (0s solventes
agua destilada estéril ou DMSO:agua destiladaiestére meio liquido completo NB) para o

controle da toxicidade do solvente e controlestjyosi (10uL de solugdo 1 mg.mt de azida
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sbédica em agua destilada, nos ensaios sem ativegtaolica; nos ensaios com fracdo S9 mix,
utilizaram-se 10uL de uma solugédo 1xTOmg.mL! em DMSO de aflatoxina B1) Todos os

controles positivos foram adquiridos da Sigma CleahCompany - St. Louis, Estados Unidos.

2.9.1.5 Preparacédo da mistura de ativacao S9 mix

A fracdo microssomal S9, preparada a partir dadfigde ratos Sprague-Dawleys pré-
tratados com Aroclor-1254 (mistura bifenil policlada - PCB), foi adquirida de Molecular
Toxicology Inc. (Moltox™).

A mistura de ativagéo foi preparada imediatamantes de cada experimento, segundo a
técnica descrita por Maron & Anfé$ sendo mantida em banho de gelo e ao abrigo da luz.
Utilizou-se a “S9 mix” padréo, constituida de 4 1%cEo S9; 2 % MgGIKCI (MgCl, 0,4 molL*

e KCI 1,65 moll?), 0,5 % de G-6-P 1 molt (Glicose-6-fosfato da Sigma Chemical Company -
St. Louis, USA), 4 % NADP bissédico 0,1 mdl(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato da

Sigma Chemical Company - St. Louis, USA), 50 %atepao fosfato de sédio 0,2 mdle 88 %

hidrogenofosfato de sédio anidro 0,2 nblB9,5 % de agua destilada estéril.

2.9.1.6 Condicdes de crescimento
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A linhagem TA100 dé&. typhimuriuntresceu no meio liquido completo (NB) acrescido de
ampicilina (solucdo 8 mgmtem NaOH 0,02 molt - 50 uL desta solucéo para cada 5 mL de
NB). A linhagem cresceu até uma densidade de 122zdllas.mLl* (fase exponencial), em
banho-maria a 37 °C, ao abrigo da luz e sob sistanaeracdo. O tempo de crescimento foi
regulado por conexdo do sistema de aeracdo a uagiaeprogramavel que desligava
automaticamente apos periodo de 10 h.

A densidade foi estimada por medida de turbidezespectrofotémetro Incibras (modelo
MF200). Quando necessario, as culturas foram @dituicbm meio liquido completo NB até a
obtencao da turbidez adequada, correspondente alhsoebancia de 0,3-0,4 no comprimento de
onda de 650 nm. Esta leitura foi confirmada potetele titulacdo, em placa de meio completo
solidificado, realizado com o ensaio de citotoxacid.

Com a turbidez adequada (1-2%b@lulas. mL'), a seguir, as culturas foram colocadas em
banho de gelo até a realizacdo dos ensaios. Pigaa @choque térmico, quando da semeadura

com agar de superficie a 45 °C, durante os tdetasy) mantidas a temperatura ambiente.

2.9.1.7 Procedimento

A metodologia foi desenvolvida pelo procedimenéo pié-incubacdo, segundo Maron &
Ames>* e modificado, tanto com a presenca de misturatikeacdo metabdlica (S9 mix),
previamente descrita, como na auséncia de ativaefabdlica.

No teste para determinar a atividade mutagénitmst de ensaio - estéreis e protegidos da

luz - em triplicata, contendo as diferentes conegdes das amostras e os controles foram
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incubados em banho-maria sem agitacédo, comulLGfe uma cultura bacteriana (crescimento de
1-2x10 células.m* em meio NB) por um periodo de 25 min e & tempexatle 37 °C.
Transcorrida esta etapa, foram adicionados 2 magde de superficie, previamente incubados a
45 °C e suplementados com solucdo de histidinatendi Apos agitacdo breve, procedeu-se a
semeadura em placas contendo meio minimo. A camtaiges colbnias revertentes foi realizada
depois de 48 h de incubacdo em estufa a 37 °C.
Nos testes com ativacdo metabdlica, além de [@00de cultura bacteriana, foram

adicionados aos tubos 5@ de mistura de ativacdo metabdlica (S9 mix). Asosuforam
incubados por 20 min, a temperatura de 37 °C. &zastposteriores transcorreram como descrito

acima.

2.9.2 TESTE DE MUTAGENESE COM LEVEDURA

Este método utiliza a linhagem haploide XV-185-(MAT a ade2-2 arg4-17 his1-7 lysl-1

trp5-48 hom3-1PdeS. cerevisaéornecida por R.C. Von Borstel, (Edmonton, Canada)

2.9.2.1 Meios de cultura

O meio liguido completo (YPD) contendo 0,5 % dé&ra® de levedura (Difco), 2 % de

bactopeptona (Difco) e 2 % de dextrose (Difco) ddizado para cultivo de rotina. Para os

ensaios em placas o meio foi solidificado com 2é&tdctoagar (Difco). O meio minimo (MM)
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continha 0,67 % de YNB sem aminoacido (Difco), 2iétglicose e 2 % de bactoagar (Difco). O
meio completo sintético (SC) consistiu de MM sumetado com 2 mg de adenina, 2 mg de
arginina, 5 mg de lisina, 1 mg de histidina, 2 regelicina, 2 mg de metionina, 2 mg de uracila,
2 mg de triptofano e 24 mg de treonina por 100 mlMdA. Para mutagénese, o meio de omisséao,
com deficiéncia de lisina (SC-lys), histidina (SiS}hou homoserina (SC-hom) foi suplementado
com 0,1 mg de lisina, histidina ou metionina, resipamente, por 100 mL de meio de omissao.
O meio SC-lisina continha somente 0,5 mg de adenina

As células foram suspensas em uma solucéo 0,9&bto de sédio. Para a incubagéo de
células em fase estacionaria e sem crescimentatifiziado tamp&o de fosfato de sodio 2%¥10
molL™?, pH 5,8 obtido por mistura adequada de mono-hitrogfosfato de sédio e di-

hidrogenofosfato de sédio.

2.9.2.2 Condic¢Oes de crescimento

Culturas em fase estacionaria foram obtidas pmulacédo de uma colbnia isolada em meio

liquido YPD. Apds 72 h de incubacéo a 30 °C comagir em “shaker”, as culturas alcancaram

2-3x1F células.mL.

2.9.2.3 Ensaio de sobrevivéncia
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A sensibilidade relativa da linhagem hapléide X85114c frente aos diferentes derivados
de 2-fenilbenzoxazola foi avaliada por inoculac&osdspensdo de 5xX1lulas.ml* (obtida a
partir de uma cultura em fase estacionaria ) enl dentampéo fosfato de sédio 25cltolL™*
pH 5,8 contendo o respectivo derivado benzoxazdlmaoncentracdo de 1,25%1x10° ou
8,0x10° molL™. As células foram incubadas por agitacdo em “stiake30 °C por 20 h. O
namero de células foi estimado por contagem em bigdmoetro. Para a determinacdo da
capacidade de formacgé&o de colbnias, aliquotasuadag foram inoculadas em placas de Petri
contendo 15-20 mL de agar YPD. Placas foram indaslaa 30 °C por 3-5 dias antes da

contagem das col6nias sobreviventes. Ensaios faralizados em triplicata para cada dose.

2.9.2.4 Deteccdo de mutagdo por deslocamento do dua de leitura e mutagdo reversa

induzida por derivados de 2-fenilbenzoxazola

Uma suspensdo de 2¥1@élulas.ml* da linhagem hapldide XV-185-14c em fase
estacionaria foi incubada por 20 h a 30 °C comewmacdes 1,25x11) 1x10° ou 8,0x10° molL"
! de FBO, HBO, HAMBO e HACBO. A sobrevivéncia faleterminada em meio SC (3-5
dias, 30 °C) e a inducdo de mutacao (LIS, HIS ouMH@vertentes) em meio de omissao
apropriado (7-10 dias, 30 °C). Enquahisl-7¢é uma mutacao alélica “missense” ndo supressiva
e as reversdes resultam de mutacdes em locus faspfetia linhagenlys1-1apresenta mutacéo
alélica supressivel ochre “nonserfS8étjue pode ser revertida tanto por mutacéo locuseéia
como por mutacéo “forward” em um gene supresS&6t. Mutacéo por deslocamento do quadro

de leitura (“frameshift mutation”) no locusom3-10foi aferida com base na capacidade deste
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mutante responder a uma ampla variedade de muRg@w ensaios foram realizados em

triplicata e repetidos trés vezes para cada dose.

2.10 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA

O ensaio de atividade antifungica selecionadafdo crescimento micelial radial (CMR)
utilizando a amostra d&. pedrosoi ATCC 46428 como microrganismo representante de
cromoblastomicose para avaliacgdo de sensibilidadefemdis, acidos salicilicos, 2-

fenilbenzoxazolas e cumarinas.

2.10.1 INOCULO

Amostra de-. pedrosoiATCC 46428, mantida em agar Sabouraud, foi inazum frasco
erlenmeyer contendo 50 mL de caldo Sabouraud (Qxaiescido de 1 % de extrato de levedura
e incubada por uma semana. Em seguida foi mandldagitacdo com pino magnético estéril por
cerca de 30 min para promover a fragmentacdo délimi@ suspenséao foi preparada no dia da

inoculacéo.
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2.10.2 PREPARO DO MEIO PARA ENSAIO DE ATIVIDADE ANFUNGICA

O meio para atividade antifingica consistiu de &§PD (40 g de glicose anidra (Synth),
10 g de peptona bacteriologica (Oxoid), 10 g deagxtde levedura (Oxoid), 20 g de agar
bacterioldégico (Oxoid), 1 L de &gua destilada) scido de solucdo de drogas diluidas na
proporcéo de 1 % em relacdo ao meio.

Os compostos selecionados para avaliacdo de adwidntifingica foram diluidos em
dimetilsulféxido de modo a obter solucdo mae nacentracdo de 8x10molL™. Em seguida
foram preparadas quatro diluicdes seriadas & metadeodo a obter solucées 4xX1@olL™?,
2x10% molL?, 1x10% molL™? e 5,0x10° molL™. Aliquotas de 0,1 mL destas solucdes foram
adicionadas a 9,9 mL de agar YEPD estéril e fundigmds homogeneizacdo em agitador de
tubos, o conteudo foi vertido em placas de Pet8 den de diametro estéreis e armazenadas em

geladeira até o momento da utilizacéo.

2.10.3 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Discos de papel Whatmann n°® 1 estéreis foramiluigtios em triplicata em placas de
ensaio (contendo meio acrescido de droga). Emdadoiam adicionados |8 de suspensao de
F. pedrosoiATCC 46428 por disco. Em seguida as placas foramubadas por 7 dias a 30 °C
junto com uma placa controle negativo contendo seenBMSO diluido 1:100 no &gar e um
controle positivo consistindo de triciclazol nassmas concentracdes das drogas. Triciclazol

(BIM-DowAgroSciences) foi utilizado como modelo aebicdo de sintese de melanina &m
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pedrosoiconforme ja verificado por outros autdrgsara comparagéo com cumarinas e derivados
benzazélicos os quais podem apresentar esta piapge&. Para tanto uma aliquota de 15 g do
fungicida comercial foi suspensa em 75 mL de etan® % aquecida até entrar em ebulicdo e
filtrada ainda quente. Apos descansar por 24 Imadeatura ambiente os cristais foram filtrados
e secos em estufa a 50-60 °C por 24 h. Os complostos considerados inibidores da sintese de
melanina se promovessem a producdo de halo castambarno das coldnias ou alteragédo da cor
negra sobre o micéfid

Apoés incubagdo os didmetros das colonias foransumados com paquimetro digital por
inspecdo visual com auxilio de lupa. O didmetrocdda colbnia foi determinado pela média
geométrica ponderada dos diametros perpendicul@reametro médio representativo de cada

concentracao avaliada foi calculado pela médiaatita dos diametros de cada coldnia.

2.11 ANALISE EXPLORATORIA MULTIVARIADA

Estudos de correlacdo estrutura atividade antifan@AR) foram realizados empregando
busca sistematica e métodos quimiométricos baseamioanalise de componentes principais
(PCA) modelados por PLS.

As variaveis utilizadas para estudos de SAR coemgleram parametros teodricos e
experimentais. Parametros tedricos foram estimadpartir de calculosb initio utilizando o
menu QSAR do programa Hyperchem verséo 6.0 comrizageometria otimizada dos derivados
de fenol, &cido salicilico, 2-fenilbenzoxazola ememina e incluiram coeficiente de particdo

octanol:agua (log P), Energia de Hidratacdo (EHBfr&ividade Molar (RM), Polarizabilidade
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(Pol), Area Molecular (A) e Volume Molecular (V)afa fendis e acidos salicilicos foram ainda
incluidos parametros hidrofobicos)( eletrénicos @, [J, ) e estéricos (MRs, L, B Bs) em
funcéo dos substituintes H, NONH,, NHAC nas posicées 4’ e 5’ respectivaméffte

Varidveis experimentais consistiram de conjuntoedpectros DRIFTS de derivados de
fenol, acido salicilico, 2-fenilbenzoxazola e cumarem brometo de potassio coletados na regiao
de 4000-400 cihe selecionados para processamento na faixa de6BRDEN .

Parametros tedricos foram utilizados na buscarséica visando determinar o coeficiente
de correlacdo linear entre dois parametros utitizasoftware Microsoft Excel §7Parametros
experimentais foram selecionados para ensaios guiéiricos devido a grande quantidade de
varidveis latentes geradd8’’ Para tanto os espectros foram coletados em &irszeb e
submetidos ao pré-processamento de autoescalaroemtocorrecdo de espalhamento de luz
(MSC).

Modelos quimiométricos de correlagdo entre diamsetie colonia e frequéncias de IV
foram obtidos utilizando o método dos minimos gadds parciais (PLS) utilizando o software
Pirouette 2.7. Os modelos obtidos foram validadwsvalidacdo cruzada com exclusdo de uma

amostra por veéz®?’®
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Resultados e Discussao

3.1 OBTENGCAO E CARACTERIZAGCAO DE 2-(2-HIDROXIFENIL )BENZOXAZOLAS

E CUMARINAS

3.1.1 OBTENCAO DE 2-(2’-HIDROXIFENIL)BENZOXAZOLAS 5SUBSTITUIDAS

A metodologia proposta para a obtencédo de 5’HBMe twmo base a condensacao entre
o o-aminofenol e o respectivo derivado de &cido daiaci5-substituido (X=H ou N} em
presenca de &cido polifosférico conforme ja destrit
2-(2’-Hidroxi-5’-N-acilamino-fenil)benzoxazolas foram sintetizadasr pacilacdo de
HAMBO em presenca de acetato de sodio, acido acglicial e o respectivo anidrido de acido

carboxilico (anidridos acético e succinico) (figai@.

OH on o
COH
> HZND _APF ND (RCORO/ACOH/ACONa ND
* >
HO A o o
NH, HN RCOHN
[B8]: R = CH
el o 7l [89]: R = -CH-CH;COH

Figura 27: Estratégias sintéticas adotadas para obtencao(2lehRiroxi-5’-N-acilamino-

fenil)benzoxazolas.

A sintese de HBO via condensacao entre aciddlgadie o-aminofenol em APF leva a um
produto escuro verde-acinzentado cuja purificacaooémalmente realizada em presenca de
cloroférmio. Por outro lado, o produto é pouco seltem hexano (mesmo a quente), porém,
quando eluido em coluna cromatografica utilizandte esolvente, sdo obtidos cristais de

consideravel pureza apesar do elevado consumo ldentn Neste caso foi proposta uma
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metodologia de purificacdo por cromatografia emuwcal com hexano utilizando o extrator
Soxhlet ainda ndo descrita na literatura paraa@stgosto. O material bruto apds neutralizacéo e
secagem a 50-60 °C foi triturado e depositado saim@ pequena camada de silica 70-230 mesh
(30 g) no lugar do cartucho de papel e submetidgt@cao solido-liquido por cerca de 5 dias.
No final do periodo obteve-se o produto cristalimanco com elevada pureza, com rendimento
de 59 % e com utilizacdo de pouca quantidade dm €l de solvente (aproximadamente 200
mL), condi¢cbes estas que ndo seriam factiveis rmuomatografia em coluna convencional.

Comparando-se com a metodologia proposta pelaeosagdo oxidativa entre aldeido
salicilico eo-aminofenol em presenca de nitrobenzeno que apeesamimentos mais elevados
(86 %) 0 método de condensacdo com &cido polifosféries argina rendimentos menores,
porém, em face aos reagentes disponiveis, estenfiétodo escolhido.

No caso de HAMBO a metodologia de condensacdcatixa ndo esta indicada uma vez
que o derivado 5-aminosalicilaldeido poderia se@rtdensar gerando subprodutos indesejaveis,
sendo necesséria a protecdo do grupo amino (camn@xemplo, a metilacdo) para a reacdo de
condensacao conrto-aminofenol seguida pela sua desprotecéo.

A purificacdo de HAMBO também foi modificada proplorse a extracdo solido-liquido
em sistema Soxhlet contendo silica 70-230 meskzariio, neste caso, mistura 1:1 de hexano e
diclorometano, sendo observada a cristalizacacatup purificado apés ultrapassar o limite de
solubilidade, mesmo a quente na fase modvel. Apdsabaixo rendimento o produto obtido
encontra-se em elevado grau de pureza conformseamar CCD;'H-RMN e IV justificando a
utilizacdo da metodologia escolhida para sua oteng

Os derivados HACBO e HSUBO foram facilmente obtidos acilacdo de HAMBO com

os anidridos acético e succinico a frio em presdacgistema catalitico AcONa/AcOH sendo que
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para experimentos de biocatélise visando avaliggd@otencial como substrato fluorogénico
apenas a lavagem com agua ap0s a reacdo € sefigiard esta aplicacdo. Entretanto para
utilizacdo em ensaios de atividade antifangica haaessidade de uma purificagdo complementar
por cromatografia em coluna.

A possibilidade de obtencdo destes derivados pitacdo do acido 5-aminosalicilico
seguida por condensacdo camio-aminofenol ndo estd indicada uma vez que a prasdoc
grupo amida compete com o grupo carboxila no meseagente peloorto-aminofenol a
semelhanca do que se descreve para obtencdo dexaedizs com derivados de &cidos

carboxilicos.

3.1.2 OBTENCAO DE CUMARINAS 6-SUBSTITUIDAS

Cumarinas 6-substituidas, incluindoNeéacilaminocumarinas, foram obtidas a partir da

cumarina conforme estratégia sintética apresemadigura 28.

AcOH ;Fi%?zo
@\/1 :NS%B osz Fe/HCI HZN\©\/1 AcONa RCOHN\©\/1
_HoSO, o, FelHaly — >
oo oo o o o o
[92]: R = CH,
(46] [90] [91] [93]: R = -CH-CH,-COH

Figura 28: Estratégias sintéticas adotadas para obtencéondarinas 6-substituidas.

6-Nitrocumarina foi obtida com 70 % de rendimenpdsa purificacdo por nitracdo em

acido acético glacial como solvente conforme mdagia previamente descrita. A
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recristalizacdo em cloroformio foi proposta comodificacédo em relagdo ao benzeno conforme
indicado devido a menor toxicidade e ao menor paoet@bulicdo, que facilita a remocao do
solvente, sendo que diclorometano também podeitzado.

6-Aminocumarina foi obtida em rendimento baixo devia formacdo de subprodutos
durante o processo de reducao com ferro na formaale de aco comercial. A utilizacdo de
ferro em pd melhora a pureza do produto obtidaoblitmarinas substituidas com grupos metila
na posi¢cdo 4 sdo normalmente reduzidas com zincaceto cloridrico ou ditionito de sodio em
presenca de hidroxido de amdiite™

Ensaios preliminares visando reducdo com ditiodg¢osdédio em meio béasico (solucao
amoniacal ou hidréxido de s6dio) ndo se mostrarfetives gerando produtos de adicdo de grupo
amino na posigcao 4 e abertura do anel de lactortenfativa de reduzir com levedura de péao
(Saccharomyces cerevigaeem condi¢cdes similares aquelas ja descritas pangros
nitrocomposto$22*°mostrou-se pouco efetiva pela dificuldade de efialos produtos gerados
apos a reagdo bem como pela diversidade de sulpsogierados conforme acompanhamento por
CCD.

As amidas foram facilmente obtidas por acilacdmisejue apresentaram fluorescéncia azul

a luz uv 365 nm e menores valores de Rf que a ctigpeAMC o que facilitou o
acompanhamento da reacédo de acilacdo. As respeativiaas apresentaram maior solubilidade
em agua que as amidas derivadas de HAMBO, um daser considerado posteriormente para a

padronizacdo dos ensaios de deteccao de atividaidase e nitrorredutase.
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3.2 APLICACAO DE 2-(2’-HIDROXIFENILBENZOXAZOLAS) CO MO
FLUOROCROMOS PARA MICROSCOPIA DE EPIFLUORESCENCIA D E F. pedrosoi

ATCC 46428

Os espectros de absorcédo dos derivados HBO e HAKHB 29A e 29B) em diferentes

solventes apresentaram comportamento diferenciado.

Aom) 260 280 300 320 340 360 380 Am)

Figura 29: Espectros de absorcdo de HBO (esquerda) e HAMB®it@i a 1x1d molL™

em octanol, cloroférmio e 1,4-dioxano.

Para o HBO observa-se um efeito hipsocromico dosmués de absorcéo na regido de 320
e 335 nm, um decréscimo na intensidade de absergéwa simplificagdo da estrutura vibronica
com o aumento da polaridade do solvente. A absargdoméaximo em 315-320 nm é atribuida
ao tautdmerarans-enol enquanto que a absorcdo em torno de 330-33&fene-se ao tautdmero
cis-enol conforme estudos previamente estabelecidosH®a13132

A introducé&o do grupo Nfna posicado 5’ do radical fenila (HAMBO) altera eriil de
absorcdo das bandas de comprimento de onda l1089eB€) nm) levando a uma diminui¢éo na

intensidade, um efeito batocrémico e uma simplificada estrutura vibrénica com sobreposicao
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dos maximos de absorcdo em relacdo ao HBO. Poo ¢tado o aumento da polaridade dos
solventes causa efeitos semelhantes aos obsercadoso HBO e ja descritos em estudos
anteriore§0132138

Na figura 30 encontram-se representados os espatgriiuorescéncia dos derivados HBO

e HAMBO em octanol, 1,4-dioxano e cloroférmio.
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Figura 30: Espectros de fluorescéncia de HBO (esquerda) e HANdireita) a 1x10

molL* em octanol, cloroférmio e 1,4-dioxano.

Os espectros nao foram normalizados para demoimsefaito de hipercromia do solvente
nas propriedades emissoras das benzoxazolas edv.estlanalise destes espectros demonstra
que ha uma dependéncia da intensidade da emissficneéo da polaridade do solvente sendo
esta intensidade crescente na ordem 1,4-dioxanioref@mio < octanol e mais intensa para
HAMBO. Este resultado indica a escolha de octamohp desenvolvimento de protocolos de
coloracdo de biomassa fungica para estudos de logiggoor microscopia de epifluorescéncia
em F. pedrosai As curvas de emissdo apresentam comportamentadicom uma banda na
regido de maior comprimento de onda (450-550 nm)te na regido de menor comprimento de

onda (300-400 nm). A banda com maximo em maior congnto de onda (450-550 nm) é
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atribuida a espécie excitada na forma de tautoeetm (bandak) enquanto que 0 maximo em
menor comprimento de onda (300-400 nm) é atrib@dorma excitadanti-enol associada a
forma enol solvatado em solventes polares ou adaimenol*® uma vez que se observa um
deslocamento batocrémico da bamndae um deslocamento hipsocromico da bakga& uma
diminuicdo na razédo de intensidade de fluorescékegi®e, com o aumento da polaridade do
solvente conforme observado no comportamento dedi%°*'8 A diminuicdo da polaridade
do solvente deveria provocar um aumento na razaintéesidade de fluorescénci/Ag,
principalmente em solventes que podem realizacdigade hidrogénio intermolecular com a
benzoxazola como o octahdl

Em octanol, apesar da presenca de uma hidroxilairtat na molécula o efeito
predominante da cadeia alifatica torna o ambieptéaa fazendo com que ocorra uma curva de
emissdo com apenas um maximo decorrente da forrmakste resultado indica a validade de se
utilizar octanol como solvente para simulacdo dembrana biolégica um ambiente celular
tipicamente hidrofébico e que aumenta substancidiena intensidade da fluorescéncia de
moléculas com mecanismo ESIPT. A modificacdo darmiide do solvente promove alteracéo
no deslocamento Stokes dos dois fluoréforos cordgrode ser visualizado na tabela 2
Tabela 2 Comprimentos de onda dos maximos de absor¢cddss&re deslocamento Stokes de

HBO e HAMBO em octanol, cloroformio e 1,4,dioxana.

Fluoréforo  Solvente Ama€missdo (nm)  Ams@bsorcdo (nm) Deslocamento de Stokes (nm)
HBO octanol 473 321 152
cloroférmio 480 320 160
1,4-dioxana 485 320 165
HAMBO octanol 510 340 170
cloroférmio 563 366 197
1,4-dioxana 580 377 203
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Podem ser observados maiores valores de deslocai@mkes para HAMBO com maior
dependéncia em relacdo a polaridade do solvente.dgado € significativo para aplicacdes como
fluorocromo, pois em presenca de diferentes andseda estrutura celular € possivel observar
variacdes na cor da fluorescéncia e do filtro ausdéizado para avaliar a cor da fluorescéncia
observada.

As fotos de microscopia de epifluorescénciddpedrosoiATCC 46428 com os diferentes
fluorocromos encontram-se representadas nas fi@lra32 e 33. Em todos os métodos testados
foi possivel observar a marcacdo das células corfluosocromos diferenciando-se apenas
quanto a cor, a intensidade e a distribuicdo dadkcéncia sobre as estruturas celulares avaliadas
(hifas e conidios).

Os tratamentos com HBO mostraram uma marcacdo oseemtos flngicos com
fluorescéncia branco azulada a branco amareladandepdo do tratamento e que se intensificou
com a desidratacdo das hifas com etanol (figuraB). A intensidade da fluorescéncia foi maior
nos conidios do que nas hifas sendo que nestag Ippegominio de fluorescéncia na vizinhanca
dos septos. Neste tipo de tratamento foi posserelma nocdo de tridimensionalidade das
estruturas fungicas, principalmente das hifas.

A impregnacdo com octanol levou a uma diminuicdo fll@rescéncia nas hifas
previamente tratadas com etanol (figura 31 C) emaefeito de dispersdo da fluorescéncia
perdendo-se nitidez na definicdo da microestrutas hifas ndo tratadas com etanol conforme
figura 31 D.

A marcacdo direta com fluorocromo dissolvido em etitsulféxido na concentracdo de
8x10% molL™ com posterior lavagem leva & impregnacéo irregaiam deposicédo de cristais

sobre a superficie das estruturas fungicas e camessiva fluorescéncia e perda da nitidez da
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imagem. JA 0 mesmo processo, apds tratamento piéwuinicélio com etanol, gera um padrao
com melhor definicdo de imagem (figura 31 E) conomiuorescéncia em conidios e em alguns
relevos da superficie das hifas havendo uma reldigéta com regibes mais escuras quando a

mesma imagem é visualizada por microscopia ofiigara 31 F).

p

Figura 31: Imagens de MEF de microcultivos BepedrosoiATCC 46428 corados com
HBO 8x10" molL™ (A, B, C, e D) ou 8x18molL™" (E). A=Método I; B=Método II;

C=Método IIl; D=Método IV; E=Método |; F=MicroscapOptica de E. Barra={fn.
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Os tratamentos com HAMBO permitiram a visualizaghs estruturas fangicas com

fluorescéncia amarelo dourada (figura 32 A, C, ieEbanco amarelada (figura 32 B, F).

Figura 32: Imagens de MEF de microcultivos Be pedrosoiATCC 46428 corados com
HAMBO 8x10* molL™ (A, B, C e E) ou 8x16 molL? (F). A=Método |; B=Método II;

C=Método IIl; D=Microscopia Optica de C; E=Métodg F=Método |. Barra=10m.
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O aumento do grau de desidratacdo e impregnacdofdicca das hifas (sequéncia de
métodos |, Il e Ill) coincidiu com emissdo de maitworescéncia e maior definicdo da
microestrutura fangica para a concentracéo de 8xa6lL™ (figura 32A-C). J& o aumento da
concentracdo do fluorocromo para 8%1folL™" sem tratamento desidratante ou hidrofobizante
(Método 1) leva a uma diminuicdo da fluorescéncaaalefinicdo de imagem do material celular
(figura 32 F) em relacéo ao mesmo método na coraagitt de 8xIOmolL™? (figura 32A).

Comparando-se com a MO, a microscopia de fluores@&om HAMBO ofereceu melhor
visdo tridimensional da microestrutura fangica,efamdo detalhes do relevo das hifas que
normalmente nao aparecem na MO (figura 32 C-Dmpregnacéao direta das hifas com octanol
(tratamento 1V) seguida pela coloracdo com sol@&ad* molL™ levou a uma maior definicéo
de imagem com visualizacao tridimensional do codgo frutificacdo (figura 32 E) quando
comparado com os tratamentos |, Il e Il ndo seobservado o efeito de dispersdo de
fluorescéncia semelhante ao encontrado com HBQrig1 D). Por fim, a impregnacao direta
do micélio com octanol seguida por secagem, cdarapm HAMBO a 8x10 molL™ e nova
secagem sem lavagem posterior com etanol leva tarabdéma perda da nitidez da imagem e da
fluorescéncia com desvio da tonalidade da cori@@B A) semelhante ao verificado no método
IV com HBO na mesma concentracéo.

Os tratamentos com fluoresceina apresentaram pagraiicamente semelhante, e
independente da concentracdo do fluorocromo, ditemado—se apenas na intensidade da
distribuicdo do fluorocromo ao longo da superfidi@s estruturas celulares (figura 33 C).
Elementos intracelulares ndo foram observados sqndoa impregnacdo com o fluorocromo
forneceu as estruturas fungicas uma visualizac@giaente tridimensional, semelhante aquelas

observadas em microscopia eletronica de varretias.condicbes em que se utilizou a maior
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diluicdo do fluorocromo verificou-se uma melhorigez da imagem sendo que os conidios
apresentaram intensa fluorescéncia com prejuiztefinicdo da imagem o mesmo acontecendo
na area septal.

Todos os tratamentos com rodamina B geraram pad&ieslhantes caracteristicamente

alterados da estrutura fingica com excessiva fhgérecia e baixa nitidez, alteracfes estas que se

intensificaram com a diluicdo do fluorocromo (figug3 D).

Figura 33: Imagens de MEF de microcultivos Be pedrosoiATCC 46428 corados com
HAMBO 8x10% molL® (A) e 8x10* molL™ (B), fluoresceina 8xId molL™* (C) e
rodamina B 8x10 molL? (D). A=Método V; B=Método VI; C, D=Método IV.

Barra=1Qum.
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Células em suspensdo ndo se mostraram apropriadasapidentificacdo de aspectos
micromorfolégicos de-. pedrosoimostrando apenas hifas que se coraram fracamenteas
benzoxazolas.

Por fim cabe salientar que durante a armazenagasnadinas (uma semana) o material
corado com HBO e HAMBO né&o apresentou alteracdesintensidade de fluorescéncia
mantendo-se estavel a temperatura ambiente e exptst e ao ar.

A determinacdo do comportamento de absorcdo navidieta em regido de comprimento
uv-longo dos derivados benzoxazolicos foi necesgia definir os filtros a serem utilizados na
leitura das laminas de microscopia de epifluoreseérNeste mesmo contexto, o efeito de
hipercromia associado com o octanol indicou a inmmia da localizacdo destes fluorocromos
em ambiente hidrofébico para que fosse observadcefg@ito de aumento na intensidade da
fluorescéncia com aumento do rendimento quanticenuissdo de luz (fluorescéncid)**:

Os resultados referentes aos métodos de coloragfoegando HBO e HAMBO em
comparacdo com rodamina B e fluoresceina indicagdgnmas vantagens dos derivados
benzoxazolicos em relagdo aos padrbes principagmeat que se refere a identificacdo de
detalhes da topografia celular das hifas e dososap frutificacao er. pedrosoi

Coloragbes com rodamina B e diacetato de fluoreaca$sociados ou ndo ao Calcofluor
White ja tém sido utilizadas para a identificacé® abpectos morfofisioldgicos de fungos
nemat6fagos no solo, tais corcthrobotrys oligospor&’.

Nesta espécie de fungo, o diacetato de fluores¢ema sondaéo fluorescente) tem sido
utilizado para diferenciar células com alta taxaain@lica tornando-as fluorescentes por hidrdlise
intracelular da ligagdo éster dos grupos acetd@ssderivados utilizados neste trabalho néo

apresentam esta propriedade uma vez que nao cgnigros acetatos. Entretanto, verificou-se
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inicialmente que tanto fluoresceina quanto rodarBiteem como os derivados HBO e HAMBO
mostraram-se capazes de marcar as células em egtudaneira diferenciada.

Uma primeira observacédo efetuada demonstrou queokapolas apresentaram melhores
propriedades fluorescentes que rodamina B e fluefiea quanto a resolucdo (definicdo) da
parede celular. Nas figuras 31 e 32 pode se observamarcacdo com HBO e HAMBO
respectivamente, sobre micélio produzido por midiob® em presenca de solugdo de
fluorocromos. Pdde-se visualizar a presenca deosemm como a formagdo de corpos de
frutificagcdo em padré@ladophialophoracom maior fluorescéncia sobre os conidios, sest® e
efeito mais intenso para HAMBO.

A desidratacdo do micélio com etanol levou a umthonelefinicdo da imagem em relacéo
as hifas, porém comprometeu a visualizacdo doslimenédlevido a excessiva fluorescéncia neles
observada. Cabe salientar que o principio de ma@ancagperado baseou-se na impregnacao ou na
deposicdo de corantes sobre a superficie do miegém menor extenséo, na absorcao através da
membrana uma vez que a presenca de solvente &aomceria a desidratacdo da membrana e a
penetracdo de metabdlitos lipidicos por difuséo.

O tratamento com octanol sem posterior aqueciméntgtodo V) gerou fluorescéncia
difusa sobre a superficie das células comprometendefinicdo da micromorfologia para a
coloracdo com HBO (figura 31 D), porém melhorouraaito a resolucéo tridimensional quando
corado com HAMBO.

A coloragdo com HAMBO (figura 32 E), neste casagdenciou detalhes tridimensionais da
vizinhanga dos septos, semelhante ao comportarobetvado com derivados de branqueadores
opticos e dermatéfitd®® Uma variacdo no método incluindo posterior setagepds

impregnacao com octanol (método V), comprometeefiaiddo de imagem sugerindo que nestas
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condicdes houve excessiva absorcdo de octanohpe#io levando a um efeito de disperséo da
fluorescéncia com embacamento da imagem e qudanngato com agente hidrofobizante deva
ser controlado.

O emprego de HBO, HAMBO e fluoresceina permitiu l@savvacdo de morfologia
microscopica variada dé-. pedrosoi a microscopia de epifluorescéncia comum a este
representante da famillerpotrichielacea&*?2 A forma cléssica caracteriza-se por conidiéforo
portando blastoconidios primarios, secundariog@argos acompanhados de cabecas conidiais
esparsas No presente estudo, foi observada predominantemesta forma distintiva sendo
melhor caracterizada pela marcacao com fluorocrarusse de HBXs.

O fato da coloragdo com benzoxazolas apresentar ri@orescéncia sobre os conidios
terminais e sobre a area septal nas hifas ndo éobsevacédo isolada tendo sido verificado,
principalmente nas areas septais de leveliiras dermatéfito® quando impregnados com
corantes derivados do acido diaminoestilbenodigsidb.

Estes resultados podem ser explicados considesdimis fatores. Um primeiro fator
seria um maior acumulo de lipidios na membranalaelde conidios aumentando o carater
hidrofébico e manifestando o efeito de hipercrodga2-(2’-hidroxifenil)benzoxazol&s 404!

Um segundo fator seria um maior espessamento debraeencom maior acumulo de quitina
levando a uma maior absorcéao local de fluorocromo.

Para os conidios, 0 primeiro caso parece ser aomehplicacdo uma vez que ja se tem
verificado que conidiode F. pedrosoATCC 46428, quando cultivados em caldo Czapeck-Dox
com 1 % de extrato de levedura apresentam uma rpaomorcdo de lipidios totais que as

respectivas hif&s%
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No caso das regides septais 0 segundo efeito pastaepredominantemente relacionado
com o fendmeno observado semelhantemente com dubt@ss. Entretanto, ndo se sabe se neste
caso 0 mecanismo de maior fluorescéncia seja nmeracao das HBXs com a quitina uma vez
gue ndo tem sido feitos estudos a este respeiie dentexto € mais aceitavel que o tratamento
com octanol leva a uma maior adsorcéo deste selventvizinhanca dos septos levando a um
aumento da hidrofobicidade e, consequentemenféyatascéncia nesta regiao.

Uma outra consideracdo a ser feita é a de quesanga de octanol em torno do material
celular pode diluir o corante (como no caso do HBOHAMBO) aumentando a fluorescéncia
por diminuicdo da autossupressao do estado exagadmdo embacamento da estrutura celular.
Este fendbmeno € comumente observado com marcagdesodamina B que cora principalmente
material lipidicd® e cuja intensidade de fluorescéncia aumenta adaedie se dilui o
fluorocromo levando a um quase total embacamentondgem. A validade de sua utilizacao
parece estar relacionada com 0 seu uso em combinam@ outros fluorocromos como
Calcofluor White, permitindo entéo a diferenciad@&conidios em relacdo as hifas como no caso
do fungo nematéfaga. oligospora™.

A utilizacdo de fluoresceina como padréo de floanmo, neste caso, serviu para mostrar
que apesar de ser um dos fluor6foros mais conhe@daplicados em marcagéao de células ele
apresenta as suas limitacdes. Um dos maiores ian@ntes de uso da fluoresceina para
marcacao de material biolégico é o rapido foto-e=smnmaento da fluorescéncia, principalmente
em maiores aumentos do campo de visualiZac&sta propriedade limita o tempo disponivel
para observacdes e interfere intensamente na dotagde fotogréafica. Para prevenir este efeito

adicionam-se inibidores de fotoesmaecimento taisoccitifluor AF3-°,
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Benzoxazolas, ao contrario, apresentam fotesmastom@aticamente nulo devido ao
mecanismo de fotoexcitacdo e fotoemissdo que naygidée regenera a populacdo de moléculas
no estado fundamental mesmo em exposi¢do contind@daxcitacdo o que facilita a analise
microscopica do material fangico marcado por ma@npo. E interessante observar que a
introducdo do grupo amino leva a uma melhor déimida imagem com maior intensidade da
fluorescéncia. Esta caracteristica sugere umaagéiercom grupos polares acidos e de residuos
de glicosideos da superficie da parede celuldt. geedrosoique interagem com 0 grupo amino
por ligagdo idnica ou de hidrogénio.

O fato do material fungico corado com HBO e HAMBE apresentado estabilidade
durante a sua armazenagem mesmo quando expostdagd@ss naturais de umidade, luz, ar e
temperatura ambiente reflete uma caracteristicestibilidade quimica do sistema HBX. Nesta

classe de moléculas, a presenca da ligacdo degBidmintramolecular protege o nitrogénid sp

de oxidacéo radicalar que, em caso contrario, tErar a perda da fluorescéncia.
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3.3 APLICACAO DE 2-(2-HIDROXIFENIL)BENZOXAZOLAS 5 -SUBSTITUIDAS E

CUMARINAS 6-SUBSTITUIDAS COMO SUBSTRATOS FLUOROGENI COS

A avaliacdo do potencial de aplicagdo de 5’HBX<sugnarinas 6-substituidas como
substratos fluorogénicos foi realizada através mkaies de deteccdo de atividade amidase e
nitrorredutase em fungos de interesse clinico.iidade amidase foi avaliada com amidas de
HAMBO e de AMC (R = acetil, succinil). A atividaaétrorredutase foi avaliada com o derivado

6-nitrocumarina.

3.3.1 DETECCAO DE ATIVIDADE AMIDASE COM AMIDAS DERVADAS DE HAMBO E

AMC

A escolha de derivaddd-acilados de HAMBO e AMC para a sintese de amidsando
aplicagcdo como susbstratos fluorogénicos deveuiseipamente as propriedades fluorescentes
de HAMBO e AMC (os produtos esperados da reacadohidedlise do grupo amida,
respectivamente), pela auséncia de informacOesspeite destes derivados, quanto a essa
aplicacéo, e pela facilidade de sua obtencao.

As amidas de HAMBO e AMC foram obtidas por acitagi@stes derivados com anidridos
acetico e succinico em presenca de acido acétwmbk acetato de sodio conforme ja discutido
no item 3.12 (figura 28). A opcéo por este metodechbu-se na rapidez de execugéo e condicdes

brandas de reacao (25-30 °C, 10 min). A escolhagtes trés anidridos foi visando obter radicais
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acila com presenca e auséncia de grupos carbaxitices nas respectivas amidas para melhorar
a solubilizacdo em agua para os ensaios de “sofese atividade enzimatica.

Este recurso ja € bem conhecido na melhora dd faerhacocinético de farmacos atraves
da acilacdo de grupos amino com anidrido succifamlitando o transporte do farmaco por
proteinas em meio aquoso ou através de membraf@szadas. A escolha do grupo acetila
deveu-se a sua ampla utilizagcdo como grupo protiet@rupos aminos livres em sintese organica
e em sistemas protéicos intracelulares como histenéambém por servir como modelo de
radical acila com auséncia de grupo carboxila liygerém pequeno o suficiente para nao

influenciar nas propriedades de solubilidade enoraguoso.

Intensidade relativa
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Figura 34. Espectros de absorcdo (a esquerda) e de emissdwei@) normalizados de

HAMBO, HACBO e HSUBO, 1x18 molL™, em DMSO/EtOH 1:10.
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O espectro de absorcdo de HAMBO apresenta estruiiordnica simplificada com um
maximo de absorcdo em 285 nm apresentando um opnbximo a 300 nm. Uma banda na
regido de maior comprimento de onda pode ser chdareom maximo de absor¢cdo em 370 nm.
Esta banda representa uma confluéncia de bandalssdecdo danti-enol e do enol solvatado
este Ultimo sendo o principal componente em virtdde presenca de um meio solvente
fortemente polar e doador e aceptor protorifcg

HSUBO e HACBO apresentaram espectros de absorcéio samelhantes entre si, porém
diferentes de HAMBO na regido de 280-300 nm. Nesgigdo HAMBO e HSUBO apresentam
duas bandas com maximos em 280 e outro em 300 refeit® hipsocrdomico destas bandas nas
amidas em relacdo ao HAMBO deve-se ao efeito deskti do anel de fenila conforme ja
observado com outros derivados benzoxazdlicos

O espectro de emissdo de HAMBO apresentou uma bammiamaximo em 480 nm
atribuida & banda de emiss&o da forma enol solvatacestado excitatfd*****® Na regido de
550-650 nm observa-se um ombro indicativo da batelsemissédo da forma ceto excitada
decorrente do mecanismo ESIPT.

Os derivados HACBO e HSUBO apresentaram comportemienodal tipico de HBXs em
presenca de solvente polar e doador protonico aom handa na regidao de 350-450 nm e outra
na regido de 450-600 nm. A primeira banda apresed@mo em 380 nm com intensidade
normalizada semelhante para HACBO. Esta bandabtiaa também a emissédo da forma enol
solvatada no estado excitado. A segunda banda coimm em 500 nm é atribuida & emissdo da
forma ceto excitada decorrente do mecanismo ESIPT.

Comparando-se a razédo de intensidade de fluoreacép@ e de HAMBO com suas

amidas derivadas, observa-se um aumento desta pard@s amidas, 0 que pode ser explicado
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considerando que o aumento da massa moleculaveulme do radical fenila aumenta a rigidez
estrutural no estado excitado @JE diminuindo a conversdo na formanti-enol e,
consequientemente, aumentando o rendimento quatdiprocesso ESIPT conforme observado
com derivados do lapaZd.

Em termos de deslocamento Stokes pode se obsemaadiminuicdo do deslocamento de
Stokes com a acilagdo do grupo amino tomando-seb@se 0s maximos de absorcdo e de
emisséo do enol solvatado.

Na figura 35, encontram-se representados 0s egped#r absor¢cdo e de emissdo de 6-
aminocumarina e de suas respectivas amidas, 6sadetaumarina (ACC) e 6-

succinamidocumarina (SUAC).

Intensidade relativa
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Figura 35: Espectros de absorcdo (a esquerda) e de emisgéeifa) normalizados de AMC,

ACC e SUAC, 1x1d molL?, em DMSO/EtOH 1:10.
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Os espectros de absorcdo sdo semelhantes comumstribronica simplificada e
apresentam caracteristicamente trés bandas. Unda bdensa com maximo em torno de 250 nm
caracteristica do sistema cumarina e denominaddabldnuma segunda, de média intensidade,
na regido de 270-280 nm e uma terceira, de bafgasidade relativa, com maximo na regido de
300 a 450 nm.

As duas primeiras bandas sdo muito semelhantes f@rta AMC como para suas
respectivas amidas. A terceira banda apresentafeitn Bipsocromico nas amidas em relagéo a
AMC . Esta banda esta relacionada com a excitag@uisharinas por acao de luz uv promovendo
a emisséo de fluorescéncia utilizada para quaat¢#ic em métodos fluorimétricd

Os espectros de emissdo destes compostos apresenteom perfis semelhantes em
termos de estrutura vibronica com uma banda bemnidef A banda de AMC apresenta um
maximo em 545 nm e é atribuida & emissdo de urdeestaitado TCIT*®. A acilacéo do grupo
amino promove um efeito hipsocromico com maximo tamo de 440 nm semelhante ao
observado na acilacdo da 7-amino-4-metilcumatina

Uma outra caracteristica é a sobreposi¢cédo entramoéxde emissdo de HAMBO ou AMC
e suas respectivas amidas. Esta caracteristica-tjgimica é importante, pois ira servir de base
para acompanhamento de reacdes de hidrélise d@diganida através de sistemas de deteccéo
de fluorescéncia.

Para derivados benzoxazolicos observa-se uma rsalmeposicdo entre as bandas de
emissdo de HAMBO e de suas amidas, principalmenteacbanda de emisséao da forma ceto das
mesmas, inviabilizando a escolha de um comprimeéatonda para detec¢do da emissao pura de
fluorescéncia de HAMBO. Neste caso, seria maiscadh o uso de quimiometria para

estabelecer, via PLS, um conjunto de frequénciaspgdesse melhor descrever as modificacbes
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associadas com as variagfes nos espectros de emesada uma das amidas e de AMC para
fins de quantificacéo, conforme ja utilizado pamalese quantitativa de misturas de componentes
similares tais como fendis ou hidrocarbonetos aromatié6$ utilizando espectroscopia de
absorcao no uv.

Com AMC e seus derivados, observa-se baixa sobgdisosntre as bandas de emissao de
ACC e SUAC com o maximo de emissdo de AMC permitinghior seletividade na deteccéo de
fluorescéncia deste composto nesta regido. Poio datio, utilizando-se como sistema de
deteccdo a CCD, um requisito que passa a ser iampemao € mais a sobreposicdo de bandas de
emissao e sim o deslocamento de Stokes que fazguenabsorcdes no ultravioleta produzam
emissdes no visivel. Os deslocamentos de Stokesddas conjuntos de amidas estédo
apresentados na tabela 3. Observa-se que o0s derivagmarinicos apresentam maiores

deslocamentos que os benzoxazdlicos.

Tabela 3: Comprimentos de onda dos maximos de absorcadoss&me deslocamento Stokes de

HAMBO, HACBO, HSUBO, AMC, ACC e SUAC, 1xI0molL™.

Fluor6foro Ama€missdo (nm) Ams@bsorcdo (nm) Deslocamento de Stokes (nm)
HAMBO 485 367 118
HACBO 400 340 60
HSUBO 400 340 60
AMC 545 375 170
ACC 445 342 103
SUAC 445 342 103

Em silica gel G60, HAMBO apresenta fluorescénciarm avermelhada e as respectivas
amidas fluorescéncia verde amarelada. AMC apreseim@scéncia amarela enquanto que suas

respectivas amidas apresentam fluorescéncia aamal.tentar simular as caracteristicas de acidez
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de Lewis da silica em solucdo os espectros de @ls@ emissdo foram obtidos diluindo-se os
fluoréforos e os respectivos substratos fluorogéniem dimetilsulfoxio e etanol na proporcéo
10:1.

Outra caracteristica € a diferenca de Rf entrebstsato fluorogénico e seu respectivo
produto de acdo enzimatica. Utilizando um sistemeeldicdo hexano:acetato de etila 1:4 os
valores de Rf para AMC, ACC e SUAC foram, respextiente, 0,47, 0,36 e 0,34, sendo possivel
verificar uma boa separacao entre AMC e suas amiasesmo sistema eluente para HAMBO,
HACBO e HSUBO resultou em Rfs com valores de 00737 e 0,46, respectivamente.

Com base nas informagdes acima obtidas foi propgst@nsaio para simular a aplicacao
destes derivados na deteccdo de atividade amidasemegrupo de fungos de interesse clinico.
Para tanto foram selecionadas 7 amostras de fuAgpsrgillus flavusCMMI 120, Aspergillus
fumigatusCMMI 121, Fonsecaea pedrosdATCC 46428,Absidia sp E5-2B, Aureobasidium
pullulans CMMI L4, Candida albicansATCC 18804 eSaccharomyces cerevisflevedura de
pao comercial). A anélise dos extratos organicostéo de etila, figura 36 A-D) mostrou que 0s
derivados ACC e SUAC foram mais suscetiveis a h&drdnicrobiana e mais soluveis em meio
aguoso que os derivados HACBO e HSUBO.

Dentro de um mesmo derivado a natureza do radiwil também € importante para
detectar a producdo de amidases por estes micramyzs Com ACC foi possivel detectar
visualmente a formacédo de AMC pbr pedrosoie Absidia sp enquanto que com SUAC foi
possivel esta visualizacdo com todos os fungoadestsendo mais intensas a fluorescéncia de
AMC paraF. pedrosoj Absidia. spe A. pullulans Com HACBO néo foi possivel observar
hidrélise enquanto que com HSUBO somente a cegadaineA. pullulansapresentou hidrélise

quase completa.
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9- Absidia sp(branco)
10-Absidia sp

11-A. pullulans(branco)
12-A. pullulans

13-C. albicans(branco)
14-C. albicans

15-S. cerevisaébranco)
16-S. cerevisae

9- Absidia sp(branco)
10-Absidia sp

11-A. pullulans(branco)
12-A. pullulans
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14-C.albicans
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16-S. cerevisae

9- Absidia sp(branco)
10-Absidia sp
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Figura 36: Deteccdo de atividade amidase de ACC (A), SUAC {B)\CBO (C), e

HSUBO (D) e nitrorredutase de NC (E) por CCD erntaitjel G60 de extratos de culturas

de alguns fungos de interesse clinico.
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A acdo de microrganismos sobre substratos presemteseios de cultura esta diretamente
relacionada com a sua capacidade de assimilacée dapende da acdo de enzimas indutivas ou
constitutivaé”**® Quanto maior a solubilidade do substrato em dgais facilmente ele pode
ser assimilado como é o caso da hidrdlise da lmagéida nos substratos testados. Este processo
é facilitado no caso do radical succinila que aarEsum grupo carboxila livre e deve aumentar a
taxa de hidrolise.

A baixa solubilidade de amidas de HAMBO n&o necems@&nte chega a ser um problema,
pois esta pode ser aumentada introduzindo gruposoxi ou sulfénico nos sistemas
benzoxazdlico ou no radical fenila.

Um inconveniente do derivados contendo o radicetiaila € que os mesmos nao podem
ser autoclavados em meio aquoso mesmo a pH 7seaserva hidrdlise parcial por acdo do
calor o que pode gerar falsos positivos nas ansatsgrem testadas.

O conjunto de amidas testadas mostra a importateise realizar um “screening” para
atividade enzimatica em microrganismos, utilizandw biblioteca de substratos fluorogénicos e
nao simplesmente um reagente especifico. Estednuisia deve ao fato de que certos reagentes
ndo encaixam no sitio ativo especifico da enzimaguando se utilizam sistemas celulares
integros, ainda € necessario que o substrato aegivel de transporte através da membrana para
enzimas que sao intracelulares.

Por fim, o tipo de analise aqui realizada mostfacididade com que podem ser obtidas
informacdes sobre “screening” rapido de biocatdbses através do acompanhamento por CCD,
mostrando que nas concentracdes em que foram dele® sobrenadante das culturas (£x10
molL™) estes substratos, ao serem extraidos por aadgagdila, oferecem uma concentracio

minima suficiente para serem detectados em pla€Cdie Uma outra possibilidade de deteccéo
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seria através da inspecdo visual da fluorescémuitida sob irradiagcdo com luz uv 365 nm
diretamente sobre o sobrenadante das culturas éofeito com derivados da umbeliferdha
Entretanto, esta técnica é mais adequada quandtlizam enzimas purificadas. No caso aqui
apresentado, parte dos componentes do meio YEP&bpasmra o sobrenadante por difusao
durante a incubacao e alguns destes componentdBigéscentes gerando falsos positivos na

inspecao visual ou mascarando a emissao do prédat@pos a hidrolise.

3.3.2 DETECCAO DE ATIVIDADE NITRORREDUTASE COM 6-NROCUMARINA

Um outro ensaio de “screening” enzimatico foidettom 6-nitrocumarina utilizada para
deteccdo de atividade nitrorredutase nas mesmast@ndungicas anteriormente utilizadas.

Para deteccdo de atividade nitrorredutase foicieglada apenas 6-nitrocumarina em
virtude, principalmente, da facilidade de sua sit&ma proposta de sintese de 2-(2’-hidroxi-5'-
nitrofenil)benzoxazola chegou a ser investigadaengabalho, através da condensacédo de acido
5-nitrosalicilico conp-aminofenol em presenca de acido polifosféricogporsem sucesso.

Na figura 36 E observa-se o resultado do ensai@tokedade nitrorredutase com 6-
nitrocumarina.

Os resultados mostram que todas as amostras &3ntpstadas apresentaram atividade
nitrorredutase, sendo esta atividade mais evideni@Absidia spA. pullulans C. albicanse S.
cerevisaeA. flavuse S. cerevisa@presentaram ainda um segundo produto (fluorescéamal)
com Rf maior (0,77) que o da AMC possivelmenteaielaado com a reducao bioldgica parcial

de NC uma vez que em condi¢des de reducao comdste@roduto também se forma.
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Com este reagente foi possivel detectar pela pamez a presenca de nitrorredutaseFem
pedrosoio que ainda nao foi relatado na literatura e tamkeforca a validade de utilizacdo de
levedura de paoS( cerevisgecomo um biocatalisador para a realizacdo derngmacoes em
substituicdo a métodos quimicos convencionais corgoja verificado com outros sistemas
heterociclico%?* e agora estendido também para o ndcleo cumarifice-nitrocumarina
mostra-se particularmente interessante como stddgtterogénico para detecgédo de atividade
nitrorredutase em fungéo da sua solubilidade pagoisagua e da facilidade de obtencéo a partir
da nitracdo da cumarina.

Estes resultados também reforcam o potencial ilieagfio de outros derivados da 6-
nitrocumarinas para elaboragcdo de uma bibliotecautdstratos fluorogénicos para deteccéo de
atividade nitrorredutase a semelhanca daquelamtpattas por James e Monget para 7-

nitrocumarina®t2°®
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3.4 AVALIACAO DA GENOTOXICIDADE DE 2-FENILBENZOXAZO LAS

A genotoxicidade de 2-fenilbenzoxazolas foi a\ddiatravés de ensaios mutagénicos em
procariotos e eucariotos. Em células procaridticks selecionado o teste de
Salmonella/microssoma usando a linhagem TA108.dgphimuriurf®®. Em células eucariéticas
foi utilizado o teste de mutacao reversa na linmabapléide XV-185-14c d8. cerevisa&®2%3

Como representantes de 2-fenilbenzoxazolas fordizadbs FBO, HBO, HAMBO e HACBO.

3.4.1 Teste Salmonella/microssoma

Os resultados do teste Salmonella/microssoma dmilbénzoxazolas com a linhagem
TA100 deS. typhimuriuntratados com e sem ativagdo metabdlica encontearepsesentados na
tabela 4. Nesta tabela encontram-se a média ewiodaesdrdo do numero de revertentes por
placa, o indice de mutagenicidade (IM) por dosdiml@agem indicadora frente a diferentes

concentragdes de cada derivado benzoxazdlico.
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Tabela 4 Acéo de 2-fenilbenzoxazolas na inducao de renesseHis+ na linhagem TA100 &

typhimuriumna presenca (+S9) e na auséncia (-S9) de ativagébolica.

-S9 +S9
Substancia Concentracdo fhiolL?) Rev/Placd IM?  Rev/Placa IM
FBO 0 12741528 1,00 146:1557 1,00
0,002 109t10,58 0,86  138:26,96 0,95
0,016 110+11,53 087 12141250 083
0,125 95+8,52 0.75 1414900  0.97
1 68t28,21 994 11360 0,08
8 20+16,97 223  50s3036 040
HBO 0 11512,66 1,00 12:23,76 1,00
0,002 101+10,79 0,88 13at6,81 1,08
0,016 110:21,30 096  129+1850 1.08
0,125 103+20,60 090 jpor153  0.91
1 113416 998  jom7s51 090
8 105:10,07 291 1om321 101
HAMBO 0 106:13,53 1,00 142252 1,00
0,002 10%11,93 1,03 130#8,14 0,92
0,016 86+28,05 081 1141365 0.80
0,125 o5+14,47 090 1191473 0,84
1 gor12,12 984 1om1041 085
8 98:16,17 292 1op794 072
HACBO 0 1137,57 1,00 109889 1,00
0,002 68+14,57 0,60 13241620 1,21
0,016 58+12,34 051 12at20,25 110
0,125 82,37,10 073 11+9,90 1,02
1 8at11,36 078 ogiroe0 0,90
8 86:6,56 076  q11a:g40 104

2 indice mutagénico = nimero de His+ induzidos nastra/nimero de revertentes espontaneos His+ nombon
negativo (zero).’nimero de His+/placa: média de dois experimerto®P. Controle negativo: DMSO:
120+14,02. Controle positivo: (-S9) azida sédicaugfplaca). Valor: 365,6459,49 (+S9) aflatoxina Bl
(1pg/placa) valor:405,4£120,3¢
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As 2-fenilbenzoxazolas foram classificadas em ne@regs (resultado positivo), portadores
de indicios de mutagenicidade (resultado: indicdospdo mutagénicas (resultado: negativo) para
cada ensaio utilizando-se os seguintes crit&ftos
a) resultado positivo: quando a média de revereméepelo menos uma dose do produto foi no
minimo o dobro da média de revertentes observadzomiole negativo (IM> 2) e a avaliagdo
estatistica demonstra resposta significativa (P05) na analise de variancia e correlacdo dose-
resposta positiva (B 0,01).

b) resultado indicios: quando apenas um dos dikésios acima foi observado.

c) resultado negativo: quando ndo forma satisfeisosritérios descritos para os resultados acima.
Com base no critério de classificacdo de mutagdade adotado os derivados

benzoxazolicos testados ndo apresentaram mutadghécipara a linhagem TA100, tanto na

auséncia como na presenca de S9 mix, ndo send@nfoorindutores de mutacdes por

substituicdo de pares de bases. Por outro lado, fBB@itotoxico tanto na presenca quanto na

auséncia de ativacdo metabolica para as dosesed&x10® molL™ o que pode ter causado a

reducéo dos valores de IM nestas concentracoes.

3.4.2 Teste com levedura

Os ensaios com a linhagem haploide XV-185-14cSdecerevisaeencontram-se

representados na tabela 5.
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Tabela 5 Indugédo de mutacdo pontudigl-7), alelo ocrelysl-1) e deslocamento do quadro de

leitura ou “frameshift” KonmB-10) na linhagem haploide XV185-14c & cerevisaeapos

tratamento por 20 h com 2-fenilbenzoxazolas emdataciondaria de crescimento.

Composto  Concentracdo Sobrevivéncia (%) Rev His1/10 Rev Lys/10° Rev Hom3/16°
(10°molL™?
FBO 0 100,0 5,33t3,38 (37§ 3,22+1,27 (19)  0,510,32 (2)
0,125 58,5 7,29:2,94 (44) 2,74£1,03 (14)  1,95:0,90 (2)*
1 42,0 10,24:0,53 (41)** 3,08:1,28 (18)  2,04£1,20 (8)**
8 30,5 2,23t1,70 (11)* 2,03t1,02(8)  0,81+0,47 (2)
HBO 0 100,0 6,62+3,97 (26) 3,770,90 (15)  3,012,60 (9)
0,125 88,0 11,112,63 (44)  4,21+0,96 (13)  2,91+0,61 (6)
1 99,0 9,88t5,04 (39) 2,81+0,79 (8)  2,62+0 (5)
8 71,5 11,045,97 (33) 1,7061,27 (5)  4,45:1,99 (9)
HAMBO 0 100,0 9,92+3,78 (40) 2,66:1,51 (5)  0,93:0,06 (2)
0,125 94,7 7,88:3,06 (31) 227 0,41 (4) 0,6%0,12 (1)
1 87,7 9,23+6,61 (36) 0,57 0,02 (1) 1,570,48 (3)
8 94,0 10,0G:3,27 (40)  2,32+0,33 (5)  1,35:0,19 (3)
HACBO 0 100.0 4,38:0,51 (17) 3.88:0,62 (15)  2,370,55 (7)
0,125 85,0 5,112,96 (20) 4,613,26 (18)  2,7+0,28 (8)
1 89,0 7,86+3,51 (31) 7,114,10 (28)  2,44+0,63 (7)
8 91,0 6,20t2,22 (25) 5,95t2,39 (24)  2,68t0,93 (8)

@ Revertentes locus-especificbrevertentes locus-néo especifico (mutagéo “foryardNimeros entre paréntese representam os niimeros de
setia e desvio padrédo de trés experimentos indgpeesl * Dados significativos em relagdo
ao controle negativo (DMSO) con<0,05; ** P<0,01; ***P<0,001/Teste-Student

colbnias contadas em trés placas para cada

Nesta tabela encontram-se a média e o desvio pddr&dmero de revertentes por placa

por dose e o percentual de sobrevivéncia celularlidhagens indicadoras frente a diferentes

concentracOes de cada derivado.
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Entre os quatro derivados benzoxazolicos testanimeste FBO induziu efeito citotoxico
em culturas em fase estacionéaria de células hagsldd linhagem XV-185-14c & cerevisae
Os resultados mostram que somente FBO apresergibo efutagénico na fase estacionaria para
concentracdo de 1xFamolL™ no locus da histidina e 1,25x10e 1x10® molL™ no locus da
homosserina. Na maior concentracao nao foi posehs&gtrvar mutacdo devido a extensa morte
celular.

A citotoxicidade de benzazolas esté relacionadaaambicdo de enzimas envolvidas com
a replicacdo celular tais como topoisomera®® ftopoisomerase ¥i® DNA girasé®’ e
transcriptase reversa (para o virus HIV®4) Particularmente em 2-fenilbenzoxazolas esta
citotoxicidade em relacdo a procariotdstaphylococcus aureuBTCC 6538, Streptococcus
faecalisATCC 10541 ,Bacillus subtilisATCC 6033,Escherichia coliATCC 10536 Klebsiella
pneumoniadNTCC 52211 Pseudomonas aerugino&EKK 355) e eucarioto£andida albicans
RSKK 628) esta intimamente relacionada com o grgupsicdo e a natureza do substituinte do
anel de fenil®. A interacdo com estas enzimas néo tem relacédmdiom enzimas inibidoras da
replicacao celular.

A comparacéo entre FBO e HBO permite concluir gb&eoxilacdo na posicéo 2’ de FBO
diminui drasticamente a citotoxicidade possivelraem¢vido a perda do efeito inibitdrio sobre
estas enzimas, particularmente sobre a topoisom#iragja vista a baixa citotoxicidade de HBO
contra diversas linhagens de células neoplasicate diactérias'®® agora também observada na
linhagem haploide XV-185-14c d& cerevisaeJa modificacdes na posicdo 5 do sistema HBX
parecem nao influenciar a citotoxicidade com asdgens testadas, particularmente com a
linhagem deS. cerevisa@ima vez que variacdes de quase 100 vezes na dgiéancentracdes

testadas influenciou pouco na sobrevivéncia degtadgem.
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A afinidade pelo DNA é uma caracteristica impogapara inducdo de citotoxicidade e
mutagénese principalmente em deslocamentos deasuddrleitura associada a intercalacéo de
compostos policiclicos arométicos ou heterociclitais como psoralend8>* acridina e
harmind’®. No caso de 2-fenilbenzazolas esta suposicéo epeesnformacées contraditorias
uma vez que derivados de 2-fenilbenzimidazolasnpabénente inibidores de topoisomerase | e
DNA girase apresentam baixa afinidade pelo BNAao passo que HBO, apesar de baixa
citotoxicidade interage fortemente com o DNA pdeinalacéo entre pares de bd5es?

Neste caso, outros tipos de interacdes devem ssidevados para buscar o comportamento
observado.

InteracBes com formacédo de complexos DNA + benasaaz ion Mg* tém relacdo com a
atividade antitumoral de HBXs e 2-(2’hidrofenil)dzmidazolas portadoras de um grupo
carboxila na posicéo 4 do sistema benz&ZoNeste caso, a atividade citotéxica testada contra
diversas linhagens de células neoplasicas paretze esacionada com a capacidade de
complexar o fon M@ especificamente. A retirada do grupo carboxilpasicdo 4 como no caso

it 3133 mas ndo mais com o

de HBO permite a complexagdo com outros metaisctaiso Z
Mg** eliminando o potencial citotéxico contra célul@splasicas.

Entretanto, do ponto de vista de citotoxicidades emilitagenicidade, o fato de aumentar o
namero de revertentes por placa para FBO sob auttstacionaria de célula eucariética permite
propor que o comportamento diferencial da atividadgagénica de FBO em relagdo a HBO,
HAMBO e HACBO possa estar relacionado com a geraddometabolitos toxicos. Este

proposicdo baseia-se no fato de ceélulas eucasoigaesentarem um sistema de ativagéo

metabdlica endogeno semelhante ao complexo P48asexhepatico.
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Sabe-se que derivados benzazolicos apresentanpsv&itios de ataque para
biotransformacéo hepatica. Estas biotransformaigtdsem hidroxilacdo do radical fenila e do
radical benzazola bem como oxidacao do nitrogéaisistema benzazélico com formacad\de

6xido (figura 37"

@_/(N]@ Biotransformac&o @_/( @
X

[94] [95]

Figura 37: Sitios comuns de biotransformacao em sistemasitbénzazdlicos.

Para o caso onde X=NH ou S ainda € possivel olserxidacbes nestes sitios. As
oxidagdes no nitrogénio do anel azdélico gefdubixidos com elevado potencial mutagénico haja
vista a utilizacdo de Oxido de 4-nitroquinolina @montrole positivo de mutagenicidade e
carcinogenicidade em ensaios desta natureza. liidragilacdes em anel aromatico diminuem a
atividade citotoxica tanto em 2-fenilbenzotiazdtdsomo em HBXZ.

Estas reacgdes, entretanto, s6 sao esperadas engarele ativacdo metabdlica. O fato dos
compostos HBO, HAMBO e HACBO nado apresentarem iddude mutagénese nos dois
sistemas bioldgicos investigados apesar da presdmgan nitrogénio em sistema heterociclo
disponivel para geragédo ¢eoxido indica que esta biotransformacgédo pode estarprometida
pela presenca de ligacdo de hidrogénio intramaecpbssivelmente por diminuicdo da energia
do orbital HOMO comprometendo a transferéncia deelétron para o oxigénio. Como FBO né&o

apresenta a hidroxila em C2’' Mroxidacdo encontra-se disponivel, permitindo a @erade
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metabdlitos potencialmente toxicos 0 que se tratuzlevada citotoxicidade com relacdo a
linhagem deS. cerevisaeom simultanea inducéo de atividade mutagénica.

O fato de nao se observar inducdo de mutagenicidaaleFBO na linhagem TA100 de
Salmonella typhimuriursob ativacdo metabdlica ndo significa que esteabtltos ndo estejam
sendo gerados, mas que os mesmos hao induzemtiggéstide pares de bases no DNA dai
porque a necessidade de serem completados estudasutras linhagens.

Os resultados negativos de mutagenicidade pel@sngmanto ao mecanismo de substituicdo
de bases conta a favor para a utilizagdo do sist#Bx¥acomo protoétipo para o desenvolvimento de
farmacos com outras propriedades bioldgicas taiantifingicas ou mesmo para a sua utilizagéo
como fluorocromos ou substratos fluorogénicos urea gue credita maior seguranca na sua

manipulacao laboratorial.
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3.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE FENOIS, ACIDOS SALICIL ICOS, 2-

FENILBENZOXAZOLAS E CUMARINAS CONTRA F. pedrosoi ATCC 46428

O ensaio de atividade fungistatica utilizado bassmna inibicdo do crescimento micelial
radial. Normalmente este ensaio é realizado utitivadiscos de culturas previamente preparados
por inoculagéo de placas com agar Sabouraud-exteatevedura (YEPD) que apos incubacédo a
30 °C ficam completamente cobertas com a colonigfutgo. Desta superficie sdo entdo
recortados discos de cultura com auxilio de umtaolde bidpsia de pele com diametro
especifico (“punch biopsy”) sendo posteriormengmgferidos para placas contendo agar teste
perfurado ou depositados com a superficie inversiolare a superficie do agar teste com a
solucéo da droga previamente diluida.

Esta metodologia visando determinacdo da MIC dedss clinicos de dermatofitos foi
inicialmente proposta (com algumas modificacées)Budty e colaboradords demonstrando-se
mais rapida e com eficiéncia comparada ao do méatedmacrodiluicdo evitando neste caso a
necessidade de padronizacdo de suspensdo de .cfleste caso a atividade antifingica é
definida pelo diametro do halo da colbénia e nda pehcentracao inibitéria minima (MIC) sendo
qgue quanto menor o halo de crescimento maior aatle antifingica.

No caso de fungos dematiaceos de crescimento ¢emoF. pedrosoiesta metodologia
tem servido para avaliacdo de potencial inibitéigodiferentes compostos, porém com algumas
limitagBes, principalmente no caso de ndo ocomesaimento homogéneo na superficie do agar
que dara origem aos discos de cultura. Uma modd#raplicada neste caso foi utilizar, ao invés

de discos de cultura, discos de papel impregnanlosstspensao de células em fase exponencial
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de crescimento. Esta metodologia tem sido utilizaakaexperimentos de avaliagdo de diversos
fatores nutricionais e xenobioticos no crescimenicelial de fungos.
Na tabela 6 encontram-se as respectivas médiagi@logtros de coldnias de pedrosoi

ATCC 46428 com seus desvios padrdes para cada stonmas cinco concentracdes testadas.

Tabela 6 Didmetros de halos de colbnias (mm) KFlepedrosoiATCC 46428 obtidos com

diferentes concentracdes de fendis, acido sabsiliz-fenilbenzoxazolas e cumarinas.

Composto  0,5xI6molL?  1,0x10°molIL™  2,0x10*molL™  4,0x10*molL®  8,0x10*molL™

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 57+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+04 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

151



Resultados e Discussao

As curvas de acdo dos diferentes derivados do ,fedol &cido salicilico, do 2-
fenilbenzoxazol, e da cumarina sobre o crescimdat®. pedrosoiATCC 46428 encontram-se

representadas nas figuras 38, 39, 40 e 41, respeEnte.

—&— Controle Negativo

Diédmetro dos halos (mm;

—— AMF

—¥—ACF
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Concentrago de derivado de fenol(10“mol/L)

Figura 38: Efeito de diferentes concentragfes de derivadofeol sobre o crescimento

deF. pedrosolATCC 46428.
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5 \ \ \ \ \ \ \ \ \
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

—¥—AACS

Concentragéo de derivado do &cido salicilico (10“moal/L)

Figura 39: Efeito de diferentes concentracdes de derivadoaaido salicilico sobre o

crescimento d€&. pedrosolATCC 46428.
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Figura 40: Efeito de diferentes concentragfes de derivado2-fiknilbenzoxazol sobre o

crescimento d€&. pedrosoiATCC 46428.
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Figura 41: Efeito de diferentes concentracdes de derivad@scamarina sobre o

crescimento d€&. pedrosoiATCC 46428.
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Uma analise inicial das curvas permite verificale gm todas as cinco concentracdes
testadas, todos os compostos apresentaram podenbigio no CMR indicando atividade
fungistatica em diferentes intensidades. Foram robdes diferentes padrbes de curvas de
atividade antifungica (figura 42) assim caractetaza
a) Monofasicas: curvas com inibicdo crescente do tresto com aumento da concentracdo do
composto em estudo.

b) Bifasicas: um aumento da atividade fungistaticaa{§ um ponto de maxima inibicdo do
crescimento (P1) apds o que a atividade fungistéiicresce ou estaciona (Il).

c) Trifasica: um aumento da atividade fungistaticaatip um ponto de maxima inibicdo do
crescimento (P1) seguido por perda momentaneaiddaale fungistatica (II) até um ponto
de minima atividade (P2) ap6s o que esta atividadeecuperada (Ill) com elevadas

concentracOes do composto em estudo.

Diametro A
de colbnia
|

T
[}
[}
[}
[}
[}
]
[}
[}
]
[}
[}
]
:
'P1
[}

]

1

[Drogal [Droga] [Droga]
Figura 42: Padrdes de curvas de atividade fungistética. Anofésica; B: bifasica; C:

trifasica.

Curvas bifasicas e trifasicas sdo observadas erac8is onde ocorre uma adaptacdo do

crescimento microbiano por inducdo de enzimas imiadas com a assimilacdo ou a
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biodegradacdo de substratos que podem forneceonmar® nitrogénio como nutrientes para
material plastico intracelul#f.

Somente NF e FBO apresentaram curvas de inibic&wesdeimento radial continuamente
decrescentes (monofasicas) com o aumento da coag&mtdo agente conforme o esperado para
curvas de sobrevivéncia microbiana em relacdo agente citotoxict®. Os demais compostos
apresentaram curvas bifasicas e trifasicas. Naovehaim comportamento homogéneo e
caracteristico para cada classe de compostos igaess, observando-se curvas monofésicas,
bifasicas e trifasicas entre compostos da mesnsaeciadicando diferentes mecanismos de acao
inibitéria dentro de uma mesma classe.

Compostos contendo grupos aromaticos tais confsfeficidos salicilicos, benzoxazolas e
cumarinas podem ser metabolizadas por diferentes rgerando compostos de mais facil
assimilacdo ou eventualmente mais toxicos.

A presenca de curvas bifasicas ou trifasicas paieesplicada considerando-se uma
competicdo entre mecanismos estimuladores de gresto e os inibitérios. Muitos compostos
aromaticos podem servir como fonte de carbono, seledtruidos por sistemas indutivos de
oxidases tais como fenoloxidases, catecoloxidases.

A indugéo da expressdo de conjunto de enzimasiorbtas com a assimilagdo destes
substratos é regulada pela concentracdo dos meggosponto em que a transcricdo do operon,
relacionado com a sua degradacéo, seja reprimggoegsao catabolica). Somam-se a este efeito
mecanismos de toxicidade tais como alteracdo dmgadrilidade de membrana (tipicos de
fendis), inibicdo de sistemas citocromo P450 (tipide benzoxazolas e cumarinas) e eventos
mutagénicos que passam a operar simultaneamentge ealteram expressdo genética e,

consequentemente, a particdo entre metabolismad@ta e primario ou mesmo simplesmente
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inibem o metabolismo primario comprometendo a Viddule celular. Este compotamento ja tem
sido verificado comF. pedrosoi ATCC 46428 em presenca de triciclazol que inibe o
metabolismo secundario levando alteracdes no anestd e na absorcao de glicose em presenca
de diferentes fontes de nitrogéffid

Para uma melhor compreensao do comportamentocodgsostos sobre o crescimentoFde
pedrosoi ATCC 46428, os mesmos serdo analisados iniciaBmpot classes quimica para,

posteriormente, serem correlacionados quando ¢aso.

3.5.1 EFEITO DE FENOIS SOBRE O CRESCIMENTO BEpedrosoiATCC 46428

As curvas de diametro versus concentracdo de igimb permitem observar trés
comportamentos distintos para os fenois testadusade. pedrosoi.

4-Aminofenol e 4-acetamidofenol apresentam curdas crescimento indicando um
comportamento adaptativo em relagcdo a concentrdgaanobiotico. AMF e ACMF originam
curvas trifasicas com um minimo de inducdo de gresto proximo a 5xI0 molL?, seguido
por um maximo na regido de 1 a 2X¥folL™, ap6s o que prevalece o potencial citotéxico com
queda praticamente linear em funcdo da concentraCamparando-se as curvas dos dois
compostos observa-se que sdo praticamente idémsgced a curva de ACMF deslocada para
baixo no eixo das ordenadas em relacdo a curvawte Bste comportamento pode ser explicado
considerando que AMF esteja sempre em menor caagént sobre 0s mesmos receptores que

ACMF possivelmente por alteracdes no transportestrembrana.
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O fenol (F), por sua vez, apresenta uma curvasibdatipica de saturacdo de sitios
receptores para maiores concentracdes ou de poscestmuladores da viabilidade celular com
estabilizacdo do crescimento radial na faixa d8218* molL™.

O para-itrofenol (NF), ao contrario dos demais, apresenta curva monofasica tipica de
inibicdo de crescimento com o aumento da concdidrdg xenobiodtico alcancando 100 % de
inibicdlo proximo & concentracdo de 5xX1folL™’ (estabelecido por extrapolacdo). Estes
resultados sdo condizentes com os observados paexécigade de 2,4-dinitrofenol, um inibidor
da cadeia respiratorfa .

Observa-se também uma variacdo do potencial dmibitdo crescimento em relacdo a
concentracdo da droga. Na regido de 0,5 a2widl *, predomina o efeito de ACMF e de AMF
ao passo que entre 2 e 8%1olL* predomina o efeito de NF, mais intenso que ogians.

O menor potencial inibitério sobre o crescimentdiabpelo fenol pode ser relacionado
com a capacidade de assimilacdo do nicleo aromggieovia catecoloxida¥e que degrada o
anel em acetilCoA. Alteracbes na permeabilidadendambrana celular parecem nao ser
comprometedoras na faixa de concentracdes testamtbendo-se levantar a possibilidade de
adsorcdo deste xenobidtico na parede de melaniaseuleposita na parte interna da parede

celular e que serve como depdsito de rejeitosaresil
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3.5.2 EFEITO DE ACIDOS SALICILICOS SOBRE O CRESCIMEO DE F. pedrosoiATCC

46428

As curvas de crescimento versus concentracadoddm grara os quatro derivados de acido
salicilico apresentam perfil semelhante com tigiemportamento adaptativo na regido de baixa
concentracdo (0,5 a 1,0xi0molL™). Acima desta concentracdo ANS difere dos demais
derivados. Enquanto AS, AMS e ACMS passam a apia@spatencial inibitorio do crescimento
(com comportamento semelhante aos de AMF e ACMAHA)S Aperde esta capacidade
continuamente com o0 aumento da concentracdo ddsteacia no meio de cultura.

O comportamento diferenciado de ANS pode ser dectarda inducdo de enzimas
nitrorredutases e de degradacédo do anel aromdficoda menor toxicidade deste composto em
relacdo ao NF pela presenca do grupo carboxiliedjoninui a interacdo com citocromos da
cadeia respiratoria fazendo com que 0 mesmo pamsanais rapidamente degradado por
denitrificacd8°’ seguida por quebra do anel por acdo de catecalsesd

O grupo nitro pode induzir nitrorredutases (confernobservado para acido 4-
nitrobenzdicod®®, alterando o metabolismo primario de modo a auamemt capacidade
assimilatoria de outros nutrientes presentes no mheicultura. Considerando-se que AS e AMS
apresentam atividade toxica, a degradacdo de ANS dgoitrificacdo ou por acdo de
nitrorredutases deveria ser inibida uma vez quari@wao acumulo dos derivados inicialmente
citados, respectivamente. Entretanto pode-se cenasidue os niveis de AMS e de AS gerados
pela reducdo ou denitrificagdo de ANS sdo muitadsifazendo com que prevalecam o efeito

estimulador de maior quantidade de nutrientes.
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Comparando-se com os fendis 4-substituidos e caracéo de AS pode-se dizer que a
introducdo do grupo carboxila na posichara em relacdo a hidroxila fendlica diminui o

potencial inibitério do crescimento.

3.5.3 EFEITO DE 2-FENIL-BENZOXAZOLAS SOBRE O CREMENTO DE F. pedrosoi

ATCC 46428

O conjunto de derivados benzoxazdlicos investigagm®sentou trés comportamentos
concentracdo, semelhante ao NF, porém de maneisantensa. HSUBO mostrou curva bifasica
de crescimento com adaptacdo a presenca de sabgimaém com perda de poder inibitorio a
medida que ocorreu aumento da concentracdo de.ddsgdemais compostos - HBO, HAMBO e
HACBO - mostraram curva trifasica com comportamed® adaptacdo com aumento do
potencial fungistético relacionando com o aumertca@hcentracédo da droga.

Em termos de relacdo estrutura atividade, obsergus a incluséo de grupo hidroxila em
orto em relagdo ao radical benzoxazola diminui conaidgmente a atividade fungistatica
(conforme comparacgao entre FBO e HBO). Com excdeddSUBO para concentracbes acima
de 5x10" molL™, a substituicdo da posicdo 5 aumenta a atividadgistatica implicando em
uma contribuicdo estérica para esta atividade.

O comportamento de HSUBO pode estar relacionadoacbitrélise do grupo succinil que
entra rapidamente no metabolismo primario comoefaiet carbono facilmente assimilavel. Este

dado € importante uma vez que o radical succindrénalmente utilizado como transportador de
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membrana Por outro lado a hidrélise de HACBO nao ocorrafeone observado no ensaio de
substratos fluorgénicos o que pesa para o aumerdgoaltoxicidade.

A comparacgdo com triciclazol cujo diametro médiocdescimento € de 8,8 mm levanta a
tese de que a presenca de grupo amino livre owddolp por radicais acila na posicdo 5 do
sistema HBX aumenta a atividade antifungica, depedad do radical acila. Este fato demonstra o
potencial para investigacdo de outros derivadotadestureza visando melhorar esta atividade.
Some-se a esta caracteristica o fato de ocorrecapwariacdo na atividade fungistatica de
HAMBO e HACBO na faixa de concentracdes avaliadasferindo boa regularidade na resposta
biolégica e a auséncia de atividade mutagénica edatdo aos mecanismos de lesdo génica

avaliados.

3.5.4 EFEITO DE CUMARINAS SOBRE O CRESCIMENTO [BEpedrosoiATCC 46428

As curvas de CMR em fungéo da concentracdo dermesaapresentam perfil semelhante
e trifasico indicando comportamento adaptativo emcfio da concentragdo do substrato. Os
derivados C, NC, SUAC, 4MU e 4AMU apresentam patganinimo crescimento na regidao de
0,5x10% molL™ com inicio da inducdo de enzimas relacionadas@ometabolismo de derivados
cumarinicos. No grupo constituido por AMC e U esfaimo ocorre na regido de 1,05¢1®olL"
l.

Ao contrario de benzoxazolas a acilacdo do grupo@iumenta a atividade fungistatica
em 6-aminocumarina, exceto para o grupo acetiliesEdados estdo de acordo com aqueles

obtidos por Aytemir e colaboradores com amidascitéo&djico e 7 amino-4-metilcumaritfa
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Entre os derivados cumarinicos testados apenas lC,eMAMU apresentaram discreta

formacéo de halo castanho em torno das colénigsréi43) quando comparado com o padrédo

triciclazol.

Figura 43: Formacédo de halos de pigmentacédo de colonids gedrosoiATCC 46428
em presenca de derivados cumarinicos. A = padr&otriiclazol; C = cumarina; D = 6-

nitrocumarina. Todos 0os compostos estdo na comrgémtide 4x16molL ™.
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Entretanto, apenas o triciclazol alterou a pigngidada colonia tornando-a de cor

ferrrugem conforme ja descrifo Estas alteracdes sdo decorrentes da inibicioetaboiismo

secundario, mais precisamente da biossintese @mim&IDHN levando a liberacdo de derivados

quindnicos caracterizados como intermediarios destametabdlicd (figura 44).
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O diametro dos halos foi dependente da concemtidg&omposto no agar. Uma vez que a
inibicdo da sintese de melanina nesta familia dgds esta relacionada com a sua viruléncia e
resisténcia a fagocitoSeeste resultado mostra que cumarinas séo candidatgmtencial para
otimizacdo molecular visando obter compostos maientes para impedir a formacao de
melanina em corpos escleroticos tornando-os maisetiveis ao controle do sistema imune inato
e adaptativo.

Um outro aspecto observado com cumarinas foi adoém de halos amarelos intensos com
NC (figura 43D) o que pode estar associado a rededmiorreducdo do grupo nitro por grupo
amino uma vez que esta reacdo também ocorreu ammeegscala no ensaio de aplicacao de NC
como substrato fluorogénico para avaliacdo dedatde nitrorredutase. Outra possibilidade a ser
considerada € a alteracdo do pH em torno da cotfi@ase torna alcalino promovendo a ruptura
do anel de pirona e produzindo a formacdo de carelmintensa pela presenca do cromoforo
para-nitrofenéxido (figura 45f. O diametro dos halos foi dependente da concéitrde NC
sendo que um aumento da concentracdo gerou um tumendiametro do halo até a
concentracéo de 4,0xt0nolL ™", apés o que ocorreu decréscimo acentuado no mresi do

fungo o que reforca a relacdo do metabolismo dgdwom a formacéao dos halos.

o
'+
HoN X [H] O2N X oH O,N N > N N
< - <>
O (0] a) (e} (0] b) o Ibo (@] (0]
OH OH

[91] [90] [119] [120]

Figura 45: Possiveis transformacdes bioquimicas relacionadas a formacdo de halos

amarelos durante o crescimentoFd@edrosoiATCC 46428 com 6-nitrocumarina.
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E possivel observar também que, para este funglogoeio da hidroxila na posicdo 7 por
acetilacdo ou do carbono C4 por metilacdo diminwepotencial fungistatico semelhante ao
observado para o bloqueio da hidroxila na posicdde6cumarina sobr€. albicans C.
neoformansS. cerevisae A. niger®,

Para uma melhor compreensédo de possiveis mecanenacado das diferentes classes de
compostos investigados foram aplicados dois métdeoselecdo de variaveis para estudos de

correlacdo entre estrutura e atividade antifingica.
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3.6 CORRELACAO QUANTITATIVA ENTRE ESTRUTURA E ATIVI DADE
ANTIFUNGICA DE FENOIS, ACIDOS SALICILICOS, 2-FENILB ENZOXAZOLAS E

CUMARINAS CONTRA F. pedrosoi ATCC 46428

Os estudos de correlacdo quantitativa entre astrug¢ atividade antifangica foram
realizados utilizando duas ferramentas estatitewdmisca sistematica e 0 método quimiomeétrico,
e dois conjuntos de parametros: a) parametrosteoestimados pelo software Hyperchem 6.0 e
b) parametros experimentais (absorbancias) obt@dpsrtir de espectros de DRIFTS, ambos
referentes aos compostos utilizados para deterdonda atividade fungistatica. Inicialmente
serdo apresentados e discutido os resultados mefera busca sistematica e posteriormente a

analise por quimiometria.

3.6.1 BUSCA SISTEMATICA

A busca sistematica foi realizada avaliando aetagéo entre os didmetros de CMR e
algumas propriedades moleculares normalmente addiz para avaliacdo de estudos de SAR e
QSAR. As variaveis selecionadas foram log P, Riefdatde Molar, Polarizabilidade, Energia de
Hidratacdo, Area Superficial e Volume Moleculardsidns por célculos tedricos utilizando o
software Hyperchem 6.0 com as geometrias otimizaBasa fendis e acidos salicilicos, em
virtude da simplicidade dos substituintes (H, N®IH, e NHAc), os valores tabelados de

parametros hidrofébicogty, eletrénicos @p, [, J) e estéricos (MRs, L, B Bs) também foram
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incluidos para a modelagéfh Os valores obtidos para as variaveis descritoktilas pelo

software Hyperchem 6.0 para os compostos utilizadosntram-se na tabela 7.

Tabela 7 Variaveis descritivas dos derivados de fenold@csalicilico, 2-fenilbenzoxazol e

cumarina.

LogP RM EH (kcalmol)  Pol AR V(A

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 0,32 456 -4,28 15,7 242,83 452,77
NC -0,5 51,82 -10,05 17,54 306,14 5185

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 atésnptros hidrofdobicos, eletrénicos e

estéricos dos substituintes H, h®IH, e AcNH de fendis e acidos salicilicos.
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Tabela & Parametros hidrofobicos, eletrbnicos e estérmos substituintes H, NONH, e

NHAc selecionados para estudos de correlacéo ebisferacidos salicilicos.

? gf 0° 09 MRS L' B Bs
H 0,0 00 0,0 o0, 1,03 2,061,0 1,0
NO, -0,28 0,78 0,67 0,26 7,36 3,441,700 2,44
NH, -1,23 -0,66 0,02 -0,68 5,42 2,781,35 1,97
NHAc -0,97 0,0 0,28 -0,26 14,93 5,09 1,35 3,61

a

T constante lipofilica de Hansch-Fuijitd; op: constante eletrbnica de
Hammett para substituinte em posigiara; °0: efeito de campo de Swain &
Lupton; ¢ O: efeito de ressonancia de Swain & Lupt@dRs: refratividade

molar;'L, By, Bs: Parametros STERIMQL

A escolha da busca sistemética para avaliar med#do correlacdo estrutura atividade
fungistatica com estes parametros foi devido aazidd nimero de varidveis para serem
explorados por quimiometria. Esta opc¢do levou ault@dos contraditorios com dificil
interpretacdo, principalmente, decorrente da babmelacdo entre complexidade estrutural e
atividade biol6gica, ocorrendo comportamentos seamiés entre classes diferentes e
comportamentos diferentes dentro da mesma classe.

Os compostos foram separados por classes e adistraatica foi aplicada em cada classe
separadamente. Como o numero de compostos poe dtasde 4, 4, 5 e 8 para fendis, acidos
salicilicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas, refsg@mente, 0 nimero maximo de variaveis
(descritores) que podem ser obtidas em cada madeia de 1, tomando-se como critério a
proporcdo de cinco compostos por variavel, visaraoeliminacdo do ajuste forcado
(“overfitting”)°. No caso de fendis e &cidos salicilicos, o ninuEracompostos encontrou-se
abaixo do esperado. Entretanto, como a correlagaoma permitida é estabelecida com uma
varidvel, a RLM (aqui no caso regressao linear kB)pfoi realizada assim mesmo.

Posteriormente optou-se por associar fenois e @cgddicilicos numa mesma classe para
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aumentar o niumero de compostos e tentar obter-seadelo de correlacdo com duas variaveis.
Usando-se o0 mesmo critério anterior e dispondoceseitd cumarinas para o estudo optou-se por
estabelecer também uma correlacdo com duas variawesmo com um risco aumentado de
ajuste forcado. O critério adotado para validarualidJade de cada modelo foi o valor do

coeficiente de correlagéo (R).

3.6.1.1 Correlacdo quantitativa entre estrutura e tvidade antifungica de fendis

Na tabela 9 encontram-se os valores de coeficeémteegressdo obtidos para correlacéo
entre a atividade antifingica e uma variavel indepate dos derivados do fenol onde os valores
em negrito representam a melhor correlagao.

A execucdo da busca sistematica ao conjunto desd#ab tabelas 1, 3 e 4 para derivados
fendlicos gerou 84 equacdes de regressdo. Na soastda tabela 4 ndo foi imposta qualquer
restricdo quanto ao grau de correlacdo entre advess independentes. Foi escolhida a melhor
correlacdo (em negrito) para cada concentracaeriado fendlico utilizado.

Os modelos demonstram que na regido de baixa dvacga (5x10 molL* e 1,0x10"
molL™) a melhor correlacdo ocorre com a polarizabilidedicando que a separacdo de cargas
na molécula é um fator limitante para a atividadéifangica. O coeficiente de correlagédo
negativo indica que quanto maior a polarizabilidadenor é o didametro médio da colbnia para

estas concentragdes e, consequentemente, maativédlade antifUngica do derivado fendlico.
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Tabela 9 Valores de R para modelos de regressao de didsrarcolonia de. pedrosoiATCC
46428 versus concentracdo de fendis 4-substituidos H, NG, NH, e NHAc) com uma

variavel independente.

Classe  5,0xI® molL* 1,0x10°molL?  2,0x10* molL?*  4,0x10° molL?  8,0x10* molL™

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 -0,656 -0,943 -0,930 -0,447 -0,513
A -0,156 -0,608 -0,804 -0,778 -0,767
0,230 0,517 0,154 0,164 0,144
0,652 0,753 0,796 0,216 0,370
a, 0,604 0,261 3,4x18 -0,609 -0,473
MRs -0,503 -0,866 -0,978 -0,623 -0,687
0,556 0,0780 -0,366 -0,919 -0,842
0,533 0,359 0,289 -0,254 -0,096
L -0,480 -0,853 -0,956 -0,630 -0,681
B, 0,512 0,047 -0,500 -0,967 -0,956'
Bs -0,412 -0,809 -0,983 -0,703 -0,764

2Valores em negrito representam a melhor correlpgé® a concentragéo de fenol utilizada.

Para as concentracoes de 2xflL™ a 8x10* molL™?, as melhores correlacées ocorreram
com parametros estéricos de STERIMOL, B1 e B2, sante o valor negativo da correlacédo
indica que o aumento do volume do substituinte aidcpopara, e ndo da molécula como um
todo, induz menor didmetro de col6nia e, consegileete, maior atividade antifingica. Este
resultado leva a suposicdo de que a inibicdo dscionento deve estar sendo controlada por
interacdo do fenol com um sitio receptor com elevesbaco e que o aumento do volume do
substituinte deve estar favorecendo a melhor oéigpdeste espaco.

Fendis sao agentes inespecificos que rompem a rapmplasmatica da célula microbiana

por coagulacdo ou desnaturacdo de proteinas pastopticas, causando a perda de componentes
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celulared’. A sua eficacia como agente antisséptico é realgeela presenca de grupos
retiradores de elétrons ligados ao anel aromatimmo os halogénios. Derivados fendlicos tém
demonstrado correlacdo entre atividade antifangicparametros hidrofébicos com modelos
parabdlicos e lineares dependendo do grau de &lt&t do fenol bem como da natureza do
fungd®”.

Associando estas informagfes com os resultadoggtessédo linear simples obtidos é
possivel que, no caso de pedrosaoi os fendis estejam obstruindo diretamente canais d
transporte ativo ou o aumento do volume do sulistéupode estar agindo alostericamente,
alterando a estrutura terciaria de alguma proteamsportadora e a sua capacidade de transporte

de substrato especifico.

3.6.1.2 Correlacdo quantitativa entre estrutura e tividade antifingica de acidos salicilicos

Na tabela 10 encontram-se os valores de coeficidatregressdo obtidos para correlagdo
entre a atividade antifingica e uma variavel inddpate para derivados do acido salicilico.

Os modelos demonstram que a melhor correlacde estvariaveis selecionadas é o da
energia de hidratacdo para quase todas concergrgggiadas com exceg¢ao da concentracdo de
1x10* molL™. O sinal negativo do coeficiente de correlacadicadue substituintes que levam a
um aumento da energia de hidratacdo (ou a dimiouedenergia liberada durante a solvatacdo
da molécula em meio aquoso) levam a uma diminud@alidametro do halo da colbnia e,

consequentemente, a um aumento da atividade agit&in
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Tabela 1Q Valores de R para modelos de regressdo de didsndé colbnia dé&. pedrosoi
ATCC 46428 versus concentragdo de acidos salisibesubstituidos (R = H, NONH,, NHAC)

com uma variavel independente.

Classe 5,0xIOmoll?  1,0x10* molL*  2,0x10° molL?  4,0x10* molL*  8,0x10 molL?

Log P -0,684 -0,272 -0,365 -0,354 -0,162

RM 0,419 0,643 0,033 0,203 0,028

EH -0,916 -0,547 -0,984 -0,980 -0,969

Pol 0,347 0,533 -0,113 0,094 -0,089

A 0,376 0,828 -0,032 0,289 0,161
0,408 0,661 -0,043 0,203 0,032
-0,547 -0,056 -0,254 -0,180 0,009

a, 0,048 0,759 0,008 0,331 0,399

MRsub 0,435 0,609 -0,017 0,200 0,019

t 0,521 0,972 0,387 0,695 0,690

g -0,334 0,454 -0,292 -0,017 0,096

L 0,387 0,635 -0,068 0,173 -0,0002

B, 0,866 0,904 0,748 0,938 0,891

B, 0,524 0,678 0,086 0,308 0,131

2Valores em negrito representam a melhor correlpad® a concentracdo de Acido salicilico utilizada.

Este resultado reforca a idéia de que o efeitdflengfico deva estar relacionado com a
interacdo com a membrana. Acidos salicilicos comabanergia de solvatacio (menor energia
liberada durante a solvatacdo em meio aquoso) s#e lipofilicos e atravessam melhor a
membrana, alterando a permeabilidade da pared&arceluque causa maior toxicidade para a
célula fungica. Esta hipotese é reforcada pelawresalde correlagdo negativos entre os diametros
de coldnia e os valores de log P, indicando quatquaaior o log P maior a lipofilicidade do
derivado de acido salicilico e menor é o diame&rcadnia dd-. pedrosoiobtida.

Curiosamente, apesar do log P ser uma variavel rquenalmente apresenta maior

correlagdo principalmente quando o transporte mmansbrana € a etapa-chave da resposta
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biolégic&’®, a presenca do grupo carboxila eno ao grupo fendlico neste caso desloca esta
correlacdo para a energia de hidratacdo. Estarfasira a importancia de avaliar o aumento da
complexidade molecular a partir de uma estruturglicada (no caso o fenol), demonstrando
gue uma pequena modificacdo estrutural em relaggwadtipo pode levar a uma alteracdo na
variavel que correlaciona a atividade biologicastdecaso, porém, esta modificacdo nao altera o
principio mecanistico que rege a atividade biolbgmois € possivel verificar que tanto log P

como EH descrevem equilibrios entre interacbe®fiticas e hidrofilicas.

3.6.1.3 Correlagdo quantitativa entre estrutura e twvidade antifungica de 2-

fenilbenzoxazolas

Na tabela 11 encontram-se os valores de coeficielet regressdo (R) obtidos para
correlacdo entre a atividade antifingica e umaavali independente para derivados de 2-
fenilbenzoxazolas.

Tabela 11 Valores de R para modelos de regressdao de didsndé colonia dé. pedrosoi
ATCC 46428 versus concentracdo de 2-fenilbenzoxazat(2'-hidroxifenil)benzoxazolas 5'-

substituidas (R = H, NFINHAc, NHSuc) com uma variavel independente.

Classe 50xI®moll?  1,0x10°molL?  2,0x10* molL?  4,0x10° molL?  8,0x10° molL*

Log P 0,26 -0,173 -0,234 0,386 -0,202
RM -0,054 0,307 0,179 0,484 0,516
EH 0,142 -0,195 0,359 -0,428 0,214
Pol -0,050 0,309 0,180 0,486 0,52F
A -0,088 0,271 0,101 0,403 0,443
\% -0,062 0,295 0,164 0,473 0,512

2Valores em negrito representam a melhor correlpgém a concentragéo de 2-fenilbenzoxazola utéizad
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Os dados da tabela 11 revelam que ha uma baixelagio entre as variaveis, indicando
gue a atividade antifungica deve ser multifatoi@dmo sé foram realizados ensaios com cinco
derivados benzoxazolicos o maximo permitido pelavViR& uma variavel. Para aumentar o
namero de variaveis no modelo de correlacdo hésaetz@le de associar esta classe com outras ja

analisadas.

3.6.1.4 Correlacdo quantitativa entre estrutura e tvidade antifingica de cumarinas

Os valores de coeficientes de regressao (R) obpados correlagcdo entre a atividade

antifingica e uma variavel independente para cumrasiencontram-se representados na tabela 12.

Tabela 12 Valores de R para modelos de regressdo de didsndé colbnia dé&. pedrosoi
ATCC 46428 versus concentracdo de cumarinas 6iatilas (R = H, N@, NH,, NHAC,
NHSuc), 7-substituidas (R = OH) e 4-metil-cumariasubstituidas (R = OH, AcO) com uma

variavel independente.

Classe 50xI®moll?  1,0x10°molL?  2,0x10* molL?  4,0x10° molL?  8,0x10° molL*

Log P 0,453 0,360 -0,112 -0,142 -0,043
RM 0,266 0,148 0,417 0,336 -0,200
EH 0,948 0,787 0,610 0,494 0,663

Pol 0,237 0,178 0,429 0,301 -0,197
A -0,402 0,069 0,295 0,256 -0,407
\% -0,342 0,094 0,320 0,210 -0,328

2Valores em negrito representam a melhor correlpgé®m a concentragéo de cumarina utilizada.
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Pela analise da tabela acima é possivel obseneamugubom modelo de previsdo do
didametro do halo da colénia #e pedrosoipara cumarinas depende de uma variavel de interaca
com a fase aquosa (EH) e de uma variavel hidroddflimg P), estérica (RM, A, V) ou de
polaridade (Pol). Com relacdo a EH o modelo indiga quanto maior o valor de EH maior é o
didmetro do halo da coldnia e menor a atividadgifiatica. Como EH é negativo, valores muito
negativos de EH indicam alta liberacdo de energiaidratacdo na fase aquosa ou, aumento da
hidrofilia, indicando que possivelmente na conagito de 5,0xIDmolL™ é necesséria uma alta
hidrofilia para interacdo com o sitio ativo. Fatoestéricos apresentam correlagdo negativa com a
atividade antifangica sendo mais intensa esta legée na regiso de 5,0x3@nolL™.

Para melhorar a previsao entre os diametros déasias e os parametros fisico-quimicos
selecionados foi feita uma correlagdo com duasiveis. Teoricamente este procedimento deve
ser realizado com um minimo de dez compostos (giecoparametrGy®. Neste caso optou-se
por avaliar as possiveis correlagbes com duasvessiapenas para verificar se algum outro
parametro poderia estar associado com os didmegosolonia avaliados em funcdo da
concentracdo de antifungico testado principalmpata aquelas concentracfes onde o valor de R
com uma variavel foi relativamente baixo (concegiies de 2,0xIbmolL™* a 8,0x10" molL™).

Este procedimento é permitido quando o modelo assixigé’®.

Para tanto foram inicialmente calculadas as @géels entre as variaveis as quais se
encontram representadas na tabela 13. Os dadaebeala temonstram que apenas as associacoes
entre EH e as demais variaveis ou entre log P edem ser utilizadas em virtude das demais

combinacdes originarem valores de R,6°.
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Tabela 13 Matriz de correlacéo das variaveis independesigesumarinas.

LogP RM EH Pol A \%
Log P 1 -0,698 0,489 -0,684 0,579 -0.669
RM 1 -0,264 0,996 0,965 0,989
EH 1 -0,259 -0,379 -0,360
Pol 1 0,958 0,99G
A 1 0,98%
\% 1

@Valores em negrito refere-se a combinagdes de variaveis descartadas poeatae=m- 0,6 >R > 0,6

Uma vez realizada a sele¢cédo das variaveis foradpestitidos os valores de R para os
diversos modelos de correlacdo entre diametrosotfmia deF. pedrosoiATCC 46428 e as

variaveis selecionadas (tabela 14).

Tabela 14: Valores de R para modelos de regressdo de dianmdgra®lonia de-. pedrosoi
ATCC 46428 versus concentragdo de cumarinas 6ialilas (R = H, N@ NH,, NHAC,
NHSuc), 7-substituidas (R = OH) e 4-metil-cumariasubstituidas (R = OH, AcO) com duas

variaveis independentes.

Combinacdes 5,0x10° molL?  1,0x10* molL™  2,0x10* molL*  4,0x10° molL*  8,0x10* molL™

de variaveis

LogP x A 0,484 0,495 0,121 0,256 0,531
EH x Log P 0,948 0,787 0,771 0,662 0,785
EH x RM 0,948 0,869 0,856 0,692 0,664
EH x Pol 0,948 0,881 0,86TF 0,665 0,664
EH x A 0,949 0,881 0,834 0,689 0,684
EH x V 0,948 0,884 0,841 0,646 0,670

2Valores em negrito representam a melhor correlpgé® a concentragéo de cumarina utilizada.

Pela tabela 14, pode-se verificar que os valoee® dpara modelos com duas variaveis

melhoram principalmente para as concentracdes esidem na faixa de 1,0xt0molL? a
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8,0x10* molL™. Nestas associacdes, pode-se observar que osregeitatores de R incluem EH
associada com uma variavel que descreve uma pdageeestérica (RM, A, V), eletrdnica
(Polarizabilidade) ou hidrofobica (log P) dependedd concentracdo. A melhora na correlacao é
mais acentuada com as menores concentracoes fimgicth testado indicando que a diminuicdo
da concentracdo de derivados cumarinicos leva aumento na seletividade de interacdes do

tipo farmaco-receptor.

3.6.1.5 Correlagcdo quantitativa entre estrutura e twidade antifingica de fendis e &cidos

salicilicos

Uma tentativa de correlacionar a atividade angjita de fendis e acidos salicilicos numa
mesma equacdo de regressdo com uma variavel irdbsgerresultou em baixa correlagdo com
todas as variaveis investigadas (tabela 15).

Tabela 15 Valores de R para modelos de regressdo de didsndé colbnia dé&. pedrosoi

ATCC 46428 versus concentracdo de fendis e acalwslisos com uma variavel independente.

Classe 0,5xI6molL?  1,0x10°molLt  2,0x10* molL?  4,0x10° molL?  8,0x10° molL*

Log P 0,207 0,158 0,201 -0.026 0,052
RM -0,195 -0,022 -0,296 -0.049 -0,081
EH -0,532 -0,495 -0,361 -0,082 -0,207
Pol -0,421 -0,283 -0,45F -0,091 -0,145
A -0,022 0,089 -0,297 -0,168 -0,135
\% 0,230 0,517 0,154 0,164 0,144

2Valores em negrito representam a melhor correlpgé® a concentragéo de fenol ou acido salicilitizada.

Estes dados demonstram que, apesar da grandeorektodtutural existente entre as duas

classes de compostos, mecanismos de inibicdo deiroento diferenciados devem estar
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operando para cada classe o que inviabiliza a ragelel com uma varidvel dependente, pelo
menos com numero restrito de compostos no confimtmlibracao.

Para melhorar esta calibracdo realizou-se a mgel®lacom duas variaves. Na tabela 16
estdo representados os valores de R para as @diwensaveis utilizadas na modelagem visando

identificar variaveis correlacionadas.

Tabela 16 Matriz de correlacéo das variaveis independetedenois e acidos salicilicos.

Combinagédo Log P RM EH Pol A \%

de variaveis

Log P 1 -0,773 0,460 -0,762 -0,535 -0,60F
RM 1 -0,296 0,96 0,924 0,80F
EH 1 -0,109 -0,260 -0,535
Pol 1 0,862 0,62F
A 1 0,722
\ 1

@Valores em negrito referem-se a combinag@es déweis descartadas por apresentarem =®62 0,6.

Pelos valores da tabela pode-se observar que movema semelhanca do que foi
encontrado com os modelos de correlacdo de cursaram associacbes que puderam ser
utilizadas para avaliacbes de modelos com duagawesi incluiram EH e as demais variaveis
bem como log P com A. Na tabela 17 encontram-seloses de R para estas modelagens.

Observa-se neste caso uma discreta melhora naagd@oepara as trés concentracdes
menores em que foram testados os compostos quamdparados em relacdo aos acidos
salicilicos, porém ainda inferior quando se commam o0s valores de R obtidos para os

derivados fendlicos.
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Tabela 17: Valores de R para modelos de regressdo de dianmdgra®lonia de-. pedrosoi
ATCC 46428 versus concentracdo de fendis e aciddgilseos com duas variaveis

independentes.

Combinagdes 5,0x10° molL*  1,0x10*molL®  2,0x10° molL*  4,0x10* molL™  8,0x10° molL*

de variaveis

LogP x A 0,232 0,258 0,301 0,217 0,138
EH x Log P 0,534 0,658 0,549 0,083 0,265
EH x RM 0,534 0,525 0,555 0,112 0,349
EH x Pol 0,645 0,599 0,617 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 0,366

2Valores em negrito representam a melhor correlpaé® a concentragéo de fenol ou acido salicilitizada.

Melhores correlagdes foram encontradas entre bdEF para a concentracéo de (1,0%10
molL™) e EH x Pol para as concentracdes de 50xi6lL™ e 2,0x10" molL™. Esta diminuicdo
na qualidade dos modelos indica que apesar da bgraokntre as classes de fendis e acidos
salicilicos aqui investigadas 0 mesmo néo se eeflfeainto ao mecanismo bioquimico de inibicdo

do CMR.

3.6.1.6 Correlagcdo quantitativa entre estrutura e #vidade antifiUngica de fendis, acidos

salicilicos e 2-fenilbenzoxazolas

A associacédo entre fenois, acidos salicilicosfenbenzoxazolas leva a menores valores de
R do que quando se considera apenas a associdgéideadis e 4cidos salicilicos juntos ou as trés

classes de compostos separadamente (tabela 18).
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Tabela 18 Valores de R para modelos de regressdo de didsndé colbnia dé&. pedrosoi

ATCC 46428 versus concentracdo de fendis, acidaslisas e 2-fenilbenzoxazolas com uma

variavel independente.

Classe 5,0x1®molL?  1,0x10°molL™  2,0x10* molL*  4,0x10" molL*  8,0x10" molL™
Log P -0,244 0,010 5,2x10 -0,161 -0,026
RM -0,376 -0,254 -0,345 -0,060 -0,137
EH -0,363 -0,386 -0,423 -0,255 -0,258
Pol -0,432 -0,275 -0,365 -0,055 -0,134
A -0,232 -0,059 -0,282 -0,049 -0,068
\ -0,255 -0,126 -0,253 -0,013 -0,058

2Valores em negrito representam a melhor correlpgé® a concentragdo de fenol , acido salicilic@-6enilbenzoxazola utilizada.

Desconsiderando-se as associacdes entre as \aafaenente correlacionadas (tabela 19)
foram calculados os valores de R com duas vari@paseseste conjunto de compostos (tabela 20).

Com duas variaveis observa-se uma melhora paraelagiio dos didmetros das colénias com a

concentracdo do antifiingico principalmente paracaentracdes de 5,0x16nolL™ a 2,0x1¢

molL™>.

Tabela 19 Matriz de correlacdo das variaveis independedéefendis, acidos salicilicos e 2-

fenilbenzoxazolas.

LogP RM EH Pol A \%
Log P 1 -0,441 0,629 -0,492 -0,579 -0,472
RM 1 0,092 0,993 0,818 0,975
EH 1 0,092 -0,098 -0,013
Pol 1 0,849 0,959
A 1 0,83%F
\% 1

2Valores em negrito referem-se a combinages déweisi descartados por apresentarem =®Ré& 0,6.
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Tabela 2Q Valores de R para modelos de regressdo de dianmdgra®lonia de-. pedrosoi
ATCC 46428 versus concentragdo de fendis, acidadlisas e 2-fenilbenzoxazolas com duas

variaveis independentes.

Combinagdes 5,0x10° molL*  1,0x10*molL®  2,0x10° molL*  4,0x10* molL™  8,0x10° molL*

de variaveis

Log P x RM 0,592 0,278 0,384 0,217 0,167
LogP xPol 0,679 0,310 0,419 0,223 0,171
LogP x A 0,519 0,066 0,346 0,237 0,105
LogP x V 0,486 0,137 0,286 0,190 0,084
EH x RM 0,500 0,444 0,523 0,258 0,282
EH x Pol 0,540 0,455 0,535 0,257 0,281
EH x A 0,452 0,398 0,533 0,266 0,275
EH x V 0,446 0,408 0,496 0,256 0,265

2Valores em negrito representam a melhor correlpgé®m a concentragéo de fenol, cido salicilico-fenilbenzoxazola utilizad

Pode ser observado que para a concentracdo ded3 @il a melhor combinacdo de
variaveis relaciona log P e Polarizabilidade cometas que levam a melhor correlacdo entre os
didmetros medidos e a natureza dos diversos desva@ fendis, acidos salicilicos e 2-
fenilbenzoxazolas. Nas demais concentracOes, aplesanenores valores de R predominam
aquelas associacfes que incluem a propriedade &Malores de R sugerem que mais variaveis
devem ser incluidas no modelo para que se possagemelhor correlagdo entre os diametros e

as classes de compostos associadas.

3.6.1.7 Correlagdo quantitativa entre estrutura e tividade antifungica de fendis, acidos
salicilicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas
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Uma tentativa final de correlacionar o conjunto aempostos testados, incluindo as
cumarinas, com uma variavel demonstra a baixa dpd#i dos modelos de correlagdo entre

diametro de colGnia e parametros estruturais dopostos em estudo (tabela 21).

Tabela 21 Valores de R para modelos de regressdo de didsndé colbnia dé&. pedrosoi
ATCC 46428 versus concentracdo de fenadis, acidadlisas, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas

com uma variavel independente.

Classe 5,0xI®molL?  1,0x10°molL?  2,0x10*molL?  4,0x10°molL?  8,0x10*molL*

Log P 0,284 0,122 -0,035 -0,156 -0,35C0
RM -0,296 -0,115 -0,220 -0,024 -0,140
EH 0,098 0,070 -0,237 -0,100 -0,101
Pol -0,328 -0,113 -0,222 -0,019 -0,140
A -0,321 -0,009 -0,126 -0,010 -0,160
\% -0,262 -0,049 -0,150 -0,035 -0,105

@Valores em negrito referem-se a combinagGes déveis descartados por apresentarem =(Ré: 0,6.

A inclusdo de duas varidveis nos modelos de @méiel apds desconsiderar as variaveis
correlacionadas (tabelas 22 e 23) ndo melhoraaubatmente os valores de R indicando que
apesar dos compostos apresentarem uma regido eomcongrupo fenoxpara-substituido),
este ndo esta relacionado da mesma maneira conaimettbs de colonia obtidos e que o

aumento da complexidade estrutural compromete ledgda dos modelos obtidos.
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Tabela 22 Matriz de correlacdo das variaveis independedeegendis, acidos salicilicos, 2-

fenilbenzoxazolas e cumarinas.

LogP RM EH Pol A \%
Log P 1 -0,471 0,516 -0,519 -0,556 -0,504
RM 1 0,013 0,993 0,785 0,97
EH 1 0,008 -0,117 -0.06
Pol 1 0,820 0,96
A 1 0,837
\% 1

@ Valores em negrito refere-se a combinagdes de variaveis descartados poeapaesT-0,6= R>0,6.

Tabela 23 Valores de R para modelos de regressdo de dianmdgra®lionia de-. pedrosoi
ATCC 46428 versus concentracdo de fendis, acidadlisas, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas

com duas variaveis independentes.

Combinacdes 5,0x10° molL?  1,0x10* molL™  2,0x10° molL®  4,0x10° molL*  8,0x10* molL™

de variaveis

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 0,354 0,135 0,283 0,195 0,514
LogP x A 0,345 0,147% 0,178 0,181 0,552
LogP 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 0,323 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

@ Valores em negrito representam a melhor correl@giia a concentragdo de fenol, acido salicilicienbenzoxazola ou cumarina
utilizada

Para melhorar a qualidade dos modelos de coreelagdre diametros de colbnia e
concentracdo de antifungico seria necessario maiamero de variaveis o que se torna dificil no

caso de parametros fisico-quimicos gerados a partityperchem uma vez que as variaveis Pol,
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A, V e RM passam a apresentar correlacdo elevabtampenos entre as quatro classes de
compostos aqui trabalhadas dispondo-se de pouc@s/eia para melhorar a qualidade dos
modelos com trés ou mais variaveis.

Uma possibilidade para resolver este problema sareontrar diferentes modelos de
correlacao entre os diametros de coldniaf.deedrosoiATCC 46428 obtidos e a concentragao
de compostos antifungicos, pelo menos para as auddisses de compostos em questao,
utiizando uma fonte de maior diversidade de vaigv Uma proposta seria utilizar as
freqUuéncias geradas pelos espectros de infraveontell diversos compostos utilizados neste
experimento a semelhanca do que ja vem sendoadiilizm outras correlacdes com propriedades
biolégicas.

Utilizando a regido do IVM (3800-600 nm) é possiubter cerca de 1685 freqiéncias
para cada espectro de absorcdo de cada compos®gerp uma fonte de grande diversidade de
informacao para correlacdes com a propriedadedad@qui desejada (diametro de coldnia).

Por outro lado, a manipulacdo estatistica de t&andgr conjunto de variaveis
independentes se torna invidvel mesmo por tratameoinputacional utilizando-se a busca
sistematicA Para este caso seria mais adequada a utiliza;@wétbdos quimiométricos como

sera visto a seguir.
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3.6.2 METODOS QUIMIOMETRICOS

A metodologia empregando métodos quimiométricosdase na aplicacdo de selecédo de
frequéncias dos espectros de DRIFT seguido por lagel® destas frequéncias selecionadas
utilizando PLS. A selecéo de frequiéncias seguilctitério baseado nas classes de movimentos
moleculares passiveis de serem encontrados ao tmgspectro de IV em funcéo da estrutura
dos compostos utilizados, partindo-se da utilizat@iespectro total (3800-600 ¢jn

Como a estrutura base dos compostos contém umaesreiitico associado ou ndo ao
nuacleo benzoxazdlico ou cumarinico, a divisdo dasxaé espectrais foi primeiramente
direcionada em funcdo das bandas de absorcéo em@smiem nucleos aromatitds™>> Faixas
adicionais foram incluidas considerando-se tambématareza dos anéis heterociclicos de
benzoxazola e de cumarina e, por fim, a naturezasdbstituintes ligados ao anel de fenila ou
aos aneis heterociclicos, caso ndo tenham sideroplados em outras faixas espectrais.

As regifes espectrais que foram selecionadas psitalos de correlacdo estrutura-
atividade antifngica por PLS sdo 900-600"¢rh100-900 cri, 1300-1100 cr, 1460-1330 ci
!, 1550-1400 cm, 1650-1550 cm, 1800-1650 cm, 3150-2850 cm, 3800-3150 crm e 0s
movimentos associados a cada faixa encontram-seritdessna tabela 30 (Apéndice B).
Modificacdes (extensdes ou contragcdes ou combisagiees regides acima delimitadas foram
realizadas quando necessario visando otimizar ladgda dos modelos de validagéo.

A qualidade dos modelos de validag&o foi avaliamtaparando-se inicialmente o valor do
coeficiente de correlagéo (rval), o erro padraovadacdo (SEV), a soma dos quadrados dos
desvios entre valor observado e valor previsto @REe a porcentagem de variancia acumulada.

(RVA) e o numero de fatores (Componentes Princjsociados a estes valores. O coeficiente
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de correlagao foi considerado o critério inicialgpaceitacdo ou rejeicdo de modelo sendo aceitos
apenas modelos de PLS com r¥d,99. O segundo critério de sele¢do foi o valoB&Y sendo
selecionados modelos com menor valor de SEV, sequetb menor valor de PRESS e maior

valor de variancia acumulada.

3.6.2.1 Aplicacdo de DRIFTS na previsdo de atividad antifangica de fenois e acidos

salicilicos contraF. pedrosoi ATCC 46428

Nas figuras 46, 47, 48 e 49 encontram-se as m&EmpEEHes dos parametros SEV, PRESS,
rVal e VRA para o conjunto de fendis e acidos falws estudados. Uma observagéo inicial nas
curvas da figura 46 revela que os valores de SE¥saptaram maiores variagdes quando foram
utilizadas maiores concentracdes dos derivadogi@:0molL™" e 8,0x10' moIL™). Porém, nas
varias condi¢cOes testadas foi possivel atingirresloeduzidos de SEV (muito préximos a 0,1)
com alternancia entre as diferentes regides esjgch maior parte dos modelos gerados com as
diferentes regides espectrais apresentaram grafec&&EV com maior variacdo nos primeiros trés
fatores estabilizando a partir do 4° fator paranethores modelos associados a r¥#,99. As
regides espectrais que originaram modelos com eatasteristicas foram 1300-900 tn2000-
1800 cnt, 900-600 crit, (2000-1800) + (900-600) che 2050-1800 cih

As curvas de PRESS (Figura 47) também apresentaraen variagdo maior com 0
aumento do nimero de fatores para as concentrat®es0x1d molL™ e 8,0x10¢" molL™
acompanhando as variacdes de SEV sendo que dosewmeraores de PRESS foram obtidos
com as regides espectrais de 1300-900, @A00-1800 ci, 900-600 crit, (2000-1800) + (900-

600) cm' e 2050-1800 cih
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Figura 46: Curvas de SEV de modelos de validacdo cruzad®lde de DRIFTS e

atividade antifungica de fenois e de acidos salaslcontra-. pedrosolATCC 46428.
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Figura 47: Curvas de PRESS de modelos de validagdo cruzadal8 de DRIFTS e

atividade antifungica de fendis e de acidos salaslcontraF. pedrosoiATCC 46428.
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Figura 48 Curvas de rVal de modelos de validagdo cruzad®lde de DRIFTS e

atividade antifungica de fendis e de acidos salaslcontraF. pedrosoiATCC 46428.
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Figura 49: Curvas de VRA de modelos de validacdo cruzad®lde de DRIFTS e
atividade antifungica de fendis e de acidos salaslcontra-. pedrosolATCC 46428.
As curvas de rVal (Figura 48) mostraram comportamesemelhante entre as cinco

concentracdes dos derivados avaliadas com pouEg&amas regides espectrais que induziram
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os melhores valores de rVal. Valores com r¥d,99 foram obtidos com quatro a sete fatores
dependendo da regiao espectral selecionada.

Os modelos de validacdo com melhores valores dé ddan quatro fatores, foram
aqueles obtidos com as regifes espectrais de BmD-dm’, 1300-900 crif, 900-600 crit, e
(2000-1800) + (900-600) c. Estes modelos foram também os que apresentasanenores
valores de VRA com o aumento de numero de fatanelzcando que a variancia estava bem
distribuida entre as componentes principais geradas

A escolha das regides que originaram os melhore®elo® de validacao para as diferentes
concentragcOes pode ser acompanhada pela tabela 24.

Uma comparacao da tabela 24 associada com assfigGral7, 48 e 49 permite estabelecer
algumas consideragcdes. Enquanto que a utilizacammjonto completo de freqtiéncias - 3800-
600 cm’ - originou modelos de calibrac&o via PLS necesdiale sete componentes principais
para alcancar um rva 0,99, as regifes espectrais otimizadas de 130@80@& 2000-1800 cin
! geraram modelos com caracteristicas semelhanteseenos de SEV, PRESS e rval,
necessitando apenas de quatro fatores.

A otimizagdo de parametros estatisticos como rMVialirmero de fatores com selecdo de
faixas espectrais menores (1300-900cen2000-1800 cif), dentro do conjunto completo de
freqUéncias, se contrapde a idéia que se tem dgupreo maior o nimero de variaveis latentes
(frequéncias de infravermelho, neste caso) mapwssibilidade de correlagdo com os valores da
resposta biologica (didmetro de coldnia/atividadif@agica). Esta conclusdo ja tem sido
observado em outras situacbes de analise muliileagan QSAR?*° e demonstra importancia
de se buscar um subconjunto de variaveis que aypeesemelhor correlagdo com a resposta

biologica desejada
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Tabela 24 Parametros de validacdo cruzada de modelos ipibtimizados de PLS de

DRIFTS e atividade antifungica de fendis e de &mhdicilicos contr&. pedrosoiATCC 46428.

Regido Espectral (ch) 5,0x10° 1,0x10* 2,0x10* 4,0x10" 8,0x10*
molL™? molL? molL? molL? molL?
Fator 7 7 7 7 6
3800-600 VRA 95,485 95,019 96,007 95,732 91,045
SEV 0,103 0,084 0,086 0,146 0,253
PRESS 0,257 0,171 0,178 0,513 1,536
rval 0,994 0,992 0,996 0,996 0,992
Fator 6 6 5 4 3
900-600 VRA 94,975 94,468 84,696 81,326 69,538
SEV 0,105 0,075 0,119 0,197 0,277
PRESS 0,263 0,135 0,341 0,933 1,843
rval 0,994 0,99« 0,991 0,99: 0,991
1300-900 Fator 4 4 4 4 4
VRA 71,470 74,206 71,961 74,560 75,504
SEV 0,095 0,070 0.093 0,151 0,185
PRESS 0,219 0,119 0,209 0,548 0,820
rval 0,99t 0,99¢ 0,99t 0,99¢ 0,99¢
Fator 4 4 4 4 4
2000-1800 VRA 82,437 83,747 84,443 83,594 93,344
SEV 0,093 0,071 0,073 0,191 0,273
PRESS 0,207 0,122 0,127 0,880 1,794
rval 0,99t 0,99« 0,997 0,99: 0,991
Fator 5 4 5 5 5
2050-1800 VRA 90,104 80,800 94,746 93,979 94,351
SEV 0,076 0,073 0,055 0,146 0,181
PRESS 0,137 0,128 0,072 0,512 0,790
rval 0,997 0,99« 0,99¢ 0,99¢ 0,99¢
2000-1800, 900-600 Fator 4 5 3 7 6
VRA 81,199 91,871 73,110 97,672 95,778
SEV 0,132 0,066 0,128 0,257 0,306
PRESS 0,421 0,104 0,392 1,584 2,242
rval 0,991 0,99¢ 0,99( 0,987 0,98¢

VRA: Variancia acumulada; SEV: Erro padrao de \aj@ib; PRESS: soma dos quadrados dos desvios efdreobservado e valor
previsto; rval: Coeficiente de correlagéo de vaj@tacruzada. Ponto de corte r#a0,99.

No caso em estudo, considerando-se que 1685 freigiéde IVM estavam disponiveis
para correlacdo, apenas um némero reduzido destxesgsario para a obtencdo de modelos com
boa capacidade preditiva (104 para a regido de-2800 cm e 209 para a regido de 1300-900

cm?).
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Dentro desta mesma linha de raciocinio, nem sem@gsociacdo de bandas otimizadas
origina modelos com melhores parametros de valalaEdte comportamento pode ser visto
comparando-se a qualidade da associacdo das ré&fi6e800 crit e 2000-1800 cih com as
mesmas regides separadamente. Para baixas condest@de compostos diluidos no agar, a
associacao destas duas regides espectrais melgoaidade do modelo em relacdo a uma das
faixas isoladamente conforme pode ser visto pareoracentracdo de 2,0xt0molL? dos
derivados selecionados, ja que diminui-se um fa¢gessario para alcancar um r¥d,99. Para
as concentracdes de 5,0<100IL™" e 1,0x10' molL™ a qualidade da associacdo melhora para a
regido de 900-600 cfne piora para a regido de 2000-1800'ciara as concentracdes acima de
2,0x10* molL™ a qualidade dos modelos gerados fica sensivelnihetéor aquelas obtidas com
as regides espectrais isoladas sendo necessadaomiaiero de fatores para alcancar um valor de
rvVal = 0,99.

Também, um pequeno aumento da regido de 2000-1800em direcdo a maiores
energias vibracionais, como no caso de 2050-1800, ardo necessariamente melhora a
qualidade do modelo.

Comparando-se as regides espectrais otimizadafica«se que apesar do aumento da
complexidade molecular entre fendis e acidos $iabsi pela introdugdo de um grupamento
carboxila, as freqiéncias que melhor se correlaoooom a atividade biolégica em questédo sao
aquelas que descrevem movimentos vibracionais iasesccom a estrutura do anel aromatico
(900-600 crit e 1300-900 cf) ou com o grau de substituicdo deste anel (2000-t&1"). A
presenca de um grupamento carboxila nos &cidosilgals ndo influencia nesta correlacéo,
muito pelo contrario, pois como pode ser visto igarh 47, a regido espectral que inclui a

absorcdo da carbonila - 2000-1650cirencontra-se entre os modelos com menores valeres
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rVal somente alcancando o valor minimo de 0,99 par@oncentracdes de 5,0x1@olL™ e
2,0x10% molL™* e com sete fatores. Estes resultados podem skecaglqs considerando-se que
bandas com intensa absorcédo, como a deformacdodaxigacdo C=0, ndo obedecem a lei de
Lambert-Beer, o0 que leva a um desajuste do modelo.

O numero de freqUéncias necessarias para geraelssodom capacidade preditiva
otimizada varia conforme a regido do espectro selada, sendo a de 2000-1800 taquela
com menor nimero capaz de permitir 6timos valoeegairelacdo entre absor¢do no IVM de
fendis e Acidos salicilicos e a atividade antifdagA regido de impresséo digital - 1300-900'cm
- por sua vez, necessita de maior numero de freggpara descrever a atividade bioldgica
observada indicando que as informacgdes associacadaaderivado de fenol ou acido salicilico
selecionado para o estudo, encontram-se distribula maior nimero de movimentos
vibracionais incluindo deformacdes axiais de liga;G-O e O-H.

A regido de 900-600 cimconcentra movimentos de deformacéo angularesdmmlano
de ligagcdes C=C e C-H arométit#s> A informacdo desta regido sobre os movimentos de
deformacdo angular fora do plano de ligacdo C-HDG-B00 crit - diminui a qualidade dos
modelos obtidos (figura 48) indicando a necessidi@dse conhecer também informacdes sobre o
esqueleto de carbonos dos compostos em questd.irf@macao € mais representativa na
regido de 2000-1800 ¢monde bandas de combinacdo e harménicas, apesggreentarem
menor intensidade, carregam informag¢des mais cdagpke mais compactas sobre as estruturas
dos compostos em questéao.

A visualizagdo do conjunto de espectros de absatedy nesta regido e a comparacao
com os vetores de regressao dos modelos prediti?d3S para as cinco concentracdes testadas

encontra-se representados nas figuras 50 e 5ctasmente.
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Figura 50: Perfil de absorbancia de espectros de infravémmnde fenois e de acidos

salicilicos na regido de 2000-1800tm
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Figura 51: Vetores de regressao de PLS de fendis e de asadiodicos com freqiéncias

na regido de 2000-1800 &m

Pode ser observado que o0s escores das freqiémeidam conforme aumenta a
concentracdo do derivado de fenol ou de acidoibedicAs freqiiéncias com escores negativos

sdo aquelas que contribuem para a diminuicdo dw dal didmetro do halo da colbnia e para
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aumento da atividade antifingica, ocorrendo o éoiatipara freqiiéncias com escores positivos.
Observa-se que a medida que a concentracdo daaliogata, ocorre um rearranjo do conjunto
de escores para o0 conjunto de frequéncias utilzadie maneira que para as maiores

concentragdes, 0s vetores sao muito semelhantes.

3.6.2.2 Aplicagdo de DRIFTS na previsdo de atividadantifungica de 2-fenilbenzoxazolas

contra F. pedrosoi ATCC 46428

As curvas de parametros de modelagem preditiva flenibenzoxazolas e IVM
encontram-se nas figuras 52, 53, 54 e 55. Uma c@tda inicial entre as curvas de SEV,
PRESS e rVal de 2-fenilbenzoxazolas e de fené@doa salicilicos demonstra que os primeiros
apresentam modelos com qualidades superiores corormalor de SEV e PRESS e valores de
rvVal = 0,99 ja com trés fatores para a maior parte dade® espectrais analisadas.

As curvas de SEV apresentaram maiores variacbesdquioram utilizadas maiores
concentracdes dos derivados (2,0xI0olL?, 4,0x10* molL™ e 8,0x10" molL™). Na grande
maioria das regides espectrais investigadas faipelsobter valores de SEV na faixa de 0,02 a
0,05 j4 com trés fatores para a concentracdo d&fxdL™’ e na faixa de 0,1-0,05 para as
demais concentracdes. As regides espectrais qgmavam modelos com estas caracteristicas
foram 900-600 cr, 800-700 crit, 1300-900 crif, 1300-1100 crm, 1260-1150 cm, 1460-1330
cm?, (1300-1100) + (900-600) chre (2000-1800) + (900-600) émDe maneira geral a regido
que apresentou melhores correlacbes com todasnasntoacoes trabalhadas foi a de 800-700

1

cm-.
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Regifio Espectral (cm™)
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Figura 52: Curvas de SEV de modelos de validacdo cruzad®ld® de DRIFTS e

atividade antifungica de 2-fenilbenzoxazolas coRtrpedrosoiATCC 46428.
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Figura 53: Curvas de PRESS de modelos de validagéo cruzadal8 de DRIFTS e

atividade antifungica de 2-fenilbenzoxazolas coRtrpedrosoiATCC 46428.
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Figura 54: Curvas de rVal de modelos de validagdo cruzad®lde de DRIFTS e

atividade antifungica de 2-fenilbenzoxazolas cohtrpedrosoiATCC 46428.
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Figura 55: Curvas de VRA de modelos de validacdo cruzad®lde de DRIFTS e

atividade antifungica de 2-fenilbenzoxazolas coRtrpedrosoiATCC 46428.
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As curvas de PRESS (figura 53) também apresentamaa variagdo maior com 0
aumento do numero de fatores para as concentraE®es0x1d molL™ a 8,0x10" molL™,
acompanhando as variacdes de SEV, sendo que osaseatores de PRESS foram obtidos com
as regides espectrais ja descritas para os valersgV.

As curvas de rVal (figura 54) mostraram comportamesemelhante entre as cinco
concentracdes dos derivados avaliadas com pou@g&amas regides espectrais que induziram
os melhores valores de rVal. Valores com r¥&l,99 foram obtidos com trés a quatro fatores na
maioria das regides espectrais selecionadas. @sspralores de rVal foram obtidos nas regides
de 1650-1550 crh 1800-1650 cm (dados ndo apresentados) e 2000-1650. diodelos de
validacao com valores de rval0,99 e com trés fatores foram obtidos com as esgeSpectrais
de 900-600 cm, 800-700 crit, 1300-900 cni, 1300-1100 cm, 1260-1150 cm e (1300-1100)

+ (900-600) crit, sendo que o modelo referente & regido espeet@d@ 700 cii apresentou 0s
maiores valores de VRA.

Na tabela 25 estdo apresentados os dados de SBEEFRVal e de VRA das regides que
originaram os melhores modelos de validacdo pamifasentes concentracbes tendo-se como
ponto de corte o primeiro fator que originou umir¥#®,99.

Comparando-se com os modelos de validacdo cruzad@L8 otimizados de fendis e
acidos salicilicos, observa-se para as 2-fenilbeazmas uma melhor qualidade nos modelos
com menores valores de SEV, PRESS e de numeroatedgara rVak 0,99. Novamente a
selecao de regides espectrais leva a melhores osodelvalidacéo que a utilizacdo do conjunto
completo de freqiéncias, indicando que determinatmsamentos moleculares apresentam altas

correlagBes com a atividade antifingica. Estes mentos incluem a deformagé&o angular fora do
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plano de ligagdo C-H aromatico, e movimentos aadosi de deformacédo axial de ligagbes C-O e

O-H com grupos adjacentes.

Tabela 25 Parametros de validacdo cruzada de modelos ipibtimizados de PLS de

DRIFTS e atividade antifungica de 2-fenilbenzoxasatontra. pedrosoiATCC 46428.

Regido Espectral (Ch) 5,0x10° 1,0x10* 2,0x10* 4,0x10" 8,0x10"
molL? molL? molL™? molL? molL?
Fator 5 4 5 4 4
3800-600 VRA 97,199 84,541 97,269 91,657 92,027
SEV 0,066 0,134 0,130 0,206 0,223
PRESS 0,065 0,269 0,255 0,636 0,745
rval 0,995 0,994 0,996 0,990 0,993
Fator 3 4 4 4 3
900-600 VRA 76,214 98,601 98,663 98,606 90,947
SEV 0,045 0,092 0,104 0,110 0,149
PRESS 0,030 0,128 0,162 0,183 0,333
rval 0,997 0,997 0,997 0,997 0,997
Fator 3 3 3 3 4
800-700 VRA 95,990 95,852 96,016 96,132 99,864
SEV 0,055 0,130 0,096 0,065 0,084
PRESS 0,046 0,252 0,139 0,064 0,107
rval 0,996 0,993 0,998 0,999 0,998
Fator 3 3 3 3 3
1300-900 VRA 90,014 88,109 89,161 89,967 79,286
SEV 0,054 0,124 0,123 0,139 0,223
PRESS 0,044 0,231 0,226 0,291 0,743
rval 0,996 0,994 0,996 0,996 0,993
Fator 3 3 3 3* 3
1300-1100 VRA 89,415 84,339 84,983 82,511 89,698
SEV 0,030 0,120 0,107 0,120 0,220
PRESS 0,013 0,216 0,172 0,581 0,724
rval 0,999 0,994 0,997 0,997 0,992
Fator 3 3 3* 3 3*
1260-1150 VRA 87,398 66,960 65,646 80,964 83,595
SEV 0,045 0,074 0,055 0,120 0,104
PRESS 0,030 0,082 0,046 0,217 0,162
rval 0,997 0,998 0,999 0,997 0,999
1300-1100, 900-600 Fator 3* 3 3* 3* 3*
VRA 76,228 75,745 75,627 75,689 75,612
SEV 0,022 0,072 0,074 0,092 0,145
PRESS 0,007 0,078 0,081 0,128 0,314
rval 0,999 0,999 0,999 0,998 0,997

VRA: Variancia acumulada; SEV: Erro padrdo de \ajiib; PRESS: soma dos quadrados da diferencavedreobservado e
valor previsto; rvVal: Coeficiente de correlagdovdéidacéo cruzada.* Fator anterior ja apresentd 2\®99.
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A importancia da contribuicdo da deformacédo angfdaa do plano de ligacdo C-H
aromatica pode ser vista comparando-se as regipesteais de 900-600 ¢he 800-700 cil. A
primeira regido gera modelos de validacdo com quatores para as concentracdes de 1;6x10
molL™ a 4,0x10' molL™" e trés fatores para as concentraces de 50rdl. " e 8,0x10* molL™.
Quando esta regido é reduzida para 800-708 otvserva-se que todas as concentracdes passam
se representadas por modelos de validagédo corfatoéss.

Comportamento semelhante, mas néo tdo evidentervabse quando se contrai a regiao
de 1300-900 cih para 1300-1100 ct) onde se observa uma discreta melhora nos vateres
SEV, PRESS e rvVal com diminuicdo de um fator pareoacentracdo de 4,0xtmolL™
necessario para alcancar um rVal minimo (F=2; VR#846 %; SEV=0,197; PRESS=0,580;
rvVal=0,990). Entretanto, foram apresentados nddd® para fins de comparacéo, os valores de
VRA, SEV, PRESS e rVal com trés fatores. Uma redugaior desta regiao para a faixa de
1260-1150 cn, tentando centrar o conjunto de freqiiéncias sakdeformacdo axial de C-O,
produz um melhor conjunto de parametros de valwagdia as concentracées de 1,0%t®IL™
a 8,0x10" molL™, comprometendo a qualidade da concentracéo dé@ éxolL™,

A associacéo das regides de 1300-11006 er800-600 crit causa consideravel melhora
nos valores de SEV, PRESS e rVal para todas agetacdes avaliadas, porém diminui o valor
de VRA sugerindo que no processo de exclusdo deammostra parte da informacdo necessaria
para predizer a atividade antifingica é perdidandémn se observa que ha uma reducéo de trés
para dois fatores necessarios para alcancar o mvialmo de 0,99 em quase todas as
concentracdes exceto para 1,0%¥0olL™ indicando que este grupo de movimentos descreve

bem a atividade antifungica na faixa de concenga¢éstadas.
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A partir deste modelo otimizado pode-se verificae,qno caso de 2-fenilbenzoxazolas 5’-
substituidas, o aumento da complexidade molecuafaretacdo a fendis 4-substituidos e acidos
salicilicos 5-substituidos desloca a regidao de naoarelacdo com a atividade antifungica sobre
F. pedrosoiATCC46428 do radical fenila para o nucleo benzékea, onde estdo evidenciadas
duas ligagcbes C-O. Bandas de absorcéo relacior@maso grupo OH na posicdo 2' e com
radicais NH e NHCOR na posicdo 5’ do radical fenila ndo s@oimdportantes, uma vez que
regibes espectrais relacionadas com estes grupasnggriam modelos de validacdo de qualidade
inferior.

Efeitos estéricos gerados por estes grupos tambéncadram nesta categoria uma vez
que a regido de harménicas e bandas de combin2@@@-1800 cnt) também gera modelos com
maior numero de fatores necessarios para alcamgaival minimo. A diferenca observada na
atividade antifingica destes compostos em relacdstas substituintes parece estar mais
relacionada com efeitos eletronicos transferidoa psovimentos vibracionais angulares fora do
plano de ligacdo C-H - que tanto pode ser do amdédila, como do anel benzénico do nucleo
benzoxazdlico - e sobre o sistema C-O-C do andadixa.

Visando obter uma melhor otimizacao das informagééerentes as duas regides de 1300-
1100 cm' e 900-600 cm foram feitas subdivisbes destas regides, tentaeparar alguns
movimentos vibracionais especificos, e avaliadaualidade dos novos modelos gerados. Na
tabela 26, podem ser visualizados os resultadosmddelos preditivos otimizados para
determinacdo da atividade antifungica de 2-fenitb&nzolas contr&. pedrosoiATCC 46428

nestas condigdes.
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Tabela 26 Parametros de validacdo cruzada de modelos pelibtimizados de PLS entre

DRIFTS e atividade antifungica de 2-fenilbenzoxagotontraF. pedrosoiATCC 46428 nas

regides de 1260-1150 ¢he 800-700 cl.

Regido Espectral (ch) 5,0x10° 1,0x10* 2,0x10* 4,0x10" 8,0x10"
molL? molL? molL™? molL? molL?
Fator 3 3 3 3 4
800-700 VRA 95,990 95,852 96,016 96,132 99,864
SEV 0,055 0,130 0,096 0,065 0,084
PRESS 0,046 0,252 0,139 0,064 0,107
rval 0,99¢ 0,99: 0,99¢ 0,99¢ 0,99¢
Fator 3 3 3 3 3
750-700 VRA 88,156 91,575 91,739 91,518 89,539
SEV 0,081 0,139 0,194 0,175 0,244
PRESS 0,097 0,292 0,562 0,461 0,893
rval 0,991 0,99: 0,991 0,99: 0,991
Fator 3* 4 4 3* 4
800-750 VRA 80,812 99,822 99,822 96,858 99,822
SEV 0,072 0,071 0,084 0,082 0,093
PRESS 0,076 0,076 0,105 0,101 0,131
rval 0,99: 0,99¢ 0,99¢ 0,99¢ 0,99¢
Fator 3 3 3* 3 3*
1260-1150 VRA 87,398 66,960 65,646 80,964 83,595
SEV 0,045 0,074 0,055 0,120 0,104
PRESS 0,030 0,082 0,046 0,217 0,162
rval 0,997 0,99¢ 0,99¢ 0,997 0,99¢
Fator 6 5 6 5 4
1200-1150 VRA 99,969 99,946 99,969 99,946 99,886
SEV 0,083 0,154 0,217 0,192 0,236
PRESS 0,104 0,356 0,705 0,553 0,834
rval 0,991 0,991 0,98¢ 0,991 0,992
Fator 4 3* 3 3 4
1260-1200 VRA 99,248 95,768 88,571 82,319 99,251
SEV 0,062 0,050 0,174 0,123 0,186
PRESS 0,058 0,038 0,454 0,227 0,518
rval 0,995 0,999 0,993 0,997 0,995
Fator 3x* 3 3 3* 3*
1260-1150, 800-700 VRA 75,351 70,118 70,928 70,730 70,043
SEV 0,022 0,051 0,066 0,048 0,056
PRESS 0,008 0,039 0,065 0,035 0,047
rVal 0,999 0,999 0,999 0,9996 0,9996

VRA: Variancia acumulada; SEV: Erro padrao de \aj&b; PRESS: soma dos quadrados da diferencavaldreobservado e valor
previsto; rVal: Coeficiente de correlagdo de vajita cruzada.* Fator anterior j& apresenta &/8l99., ** 2 Fatores anteirores ja

apresentam rVat 0,99.

A subdivisdo da regi&o de 800-700tem duas sub-regifes, uma de 800-750 erautra

de 750-700 cfh, mostra que a primeira carrega maior nimero derirdcao que se correlaciona
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com a atividade biolégica em questdo. J& na sudtivila regido de 1260-1150 tresta
caracteristica é observada com a sub-regido de-IZ®D cn. A divisdo leva a uma perda da
qualidade do modelo mais evidente para a regid?@6-1150 cnt que para 800-700 ¢mPor
outro lado, a associacdo destas duas regides leva modelo com qualidade superior ao das
regides separadas sendo este o selecionado pada ést predicdo de atividade biologica de 2-
fenilbenzoxazolas.

Nas figuras a seguir podem ser visualizados osspdwk espectros de MIV deste conjunto
de benxoxazolas (figura 56) e os escores das fneg#dos vetores de regressdo dos modelos
preditivos gerados pela associacdo destas duaesegm funcdo das frequéncias selecionadas

para as concentracgoes trabalhadas (figura 57).

[ FBO:R=H; R=H

HBO: R,;=0OH; R=H
[0 HAMBO: R;=0OH; R=NH,
0 HACBO: R;=0OH; R=NHAc
0 HSUBO:R;=0OH; R=NHSuc

800 780 760 740 720 700
Wavenumbers (cm-1)

Figura 56: Perfil de absorbancia de espectros de infravémonde 2-fenilbenzoxazolas

nas regides de 1260-1150 ¢m 800-700 cr.
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—— 0,05mM
—0,1mM
0,2mM
—0,4mM
—0,8mM

Escore

N° de Onda (cm-1)

Figura 57. Vetores de regressao de PLS de 2-fenilbenzoxazwman frequéncias nas

regides de 1260-1150 ¢he 800-700 cr.

Pode ser observado que os escores mudam conforoo@icentracdo da benzoxazola
utilizada, sendo que pesam a favor da diminuicabalo da col6nia a presenca de bandas com
maximos proximos as regides de 1238'ch207-1197 cm, 1180-1170 ci, 792-773 cr,
761-757 crit, 748-742 crit e 736-730 cill para as concentracdes de 5,0xiIL™ a 4,0x10*
molL™ e 1238 crit, 1207-1203 cm, 1188-1184 cm, 792-773 crit, 761-757 crit, 748-730 crit

para a concentracdo de 8,0X10olL™.

3.6.2.3 Aplicacdo de DRIFTS na previsédo de atividadantifingica de cumarinas contraF.

pedrosoi ATCC 46428

Nas figuras 58, 59, 60 e 61 encontram-se as repgegges dos parametros SEV, PRESS,

rVal e VRA para o conjunto de cumarinas avaliados.
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Regides Espectrais (cm™)
3800-600
—900-600
——800-700
—— 1100-900
1300-900
——— 1300-1100
1260-1150
—— 1460-1330
—— 1550-1400
—— 1650-1550

N°de Fatores

16

0.0

1,0x10™molL™

N
w -

N°de Fatores

0.8 1

064

0.0

4,0x10*molL”

N°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

SEV

2,0x10*molL*

SEV

0.0 —

N°de Fatores

Figura 58: Curvas de SEV de modelos de validagdo cruzad®lde de DRIFTS e

atividade antifungica de cumarinas corfirgpedrosoiATCC 46428.
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Regides Espectrais (cm™)

N° de Fatores

1,0x10™molL™

N° de Fatores

4,0x10“molL™

N° de Fatores

3800-600 ——— 2000-1650
———900-600 ——— 2000-1800
———800-700 ——— 3150-2850
——1100-900 ——— 3800-3150
1300-900 (1550-1400) + (900-600)
—— 1300-1100 (2000-1800) + (1260-1150)
1260-1150 (1460-1330) + (1260-1150)
——— 1460-1330 (2000-1800) + (1460-1330)
—— 1550-1400 (2000-1800) + (1550-1400)
——— 1650-1550 (2000-1800) + (900-600)
10
2,0x10“molL™
1)
) 54
L
@
o
() =
1 2 3 4 5 6 7
N° de Fatores
10 \
\| 8,0x10™molL™
\
1))
0 54
[N}
@
o
0 T I T T 'V;SS?S T M —
3

N° de Fatores

Figura 59: Curvas de PRESS de modelos de validagdo cruzadaL8 de DRIFTS e

atividade antifangica de cumarinas corirgpedrosoiATCC 46428.
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- 3800-600 —— 2000-1650
= ——900-600 ———2000-1800
- ———800-700 ——— 3150-2850
_ %7 ——1100-900 ——3800-3150
g 1300-900 1550-1400, 900-600
- —1300-1100 2000-1800, 1260-1150
044 . 1260-1150 1460-1330, 1260-1150
—1460-1330 2000-1800, 1460-1330
—1550-1400 2000-1800, 1550-1400
0.24 —1650-1550 2000-1800, 900-600
0.0 T T T T T T
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w

N° de Fatores

4 5

3 3
2 2
0.4 H
024 /
1,0x10*molL™*
00 T T T T T T T
1 3 4 5 6 7
N°de Fatores
3 3
S 2
4,0x10™*molL™* 8,0x10™molL™
0.0 T T T T T 0.0 T T T T T T T T
5 6 7 1 2 4 5 6 7

4
N°de Fatores

w -

N° de Fatores

Figura 60: Curvas de rVal de modelos de validagdo cruzad®ld® de DRIFTS e

atividade antifungica de cumarinas corfrgpedrosoiATCC 46428.
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Regides Espectrais (cm™)

3800-600
— 900-600
——800-700
— 1100-900
1300-900
— 1300-1100
1260-1150
— 1460-1330
— 1550-1400
— 1650-1550

— 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

VRA (%)
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Figura 61: Curvas de VRA de modelos de validacdo cruzad®lde de DRIFTS e

atividade antifungica de cumarinas corfirgpedrosoiATCC 46428.
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Observa-se que os valores de SEV apresentam maiaregsdes nos primeiros fatores
para as concentracfes de 5,0xhflL™ a 2,0x10" molL™, sendo possivel observar valores de
SEV < 0,1 para modelos baseados nas regifes eipet#r900-600 cih 1300-900 crit e 2000-
1800 cm*. Também os valores de SEV para a concentrac@0at&0* molL™ apresentam-se
maiores que os das demais concentracfes de deyicadmrinicos avaliados, indicando maior
dificuldade de conseguir correlacionar a atividadéfungica com as frequéncias de IV nesta
condicdo. A associacdo da regido de 2000-1806 com a de 900-600 chou mesmo com
outras regides gera valores de SEV menores aindlaorardo a qualidade dos modelos de
validacao cruzada que, nestas condi¢des, os valer&EV passam a estabilizar com cerca de
trés a quatro fatores.

Na figura 59 observa-se que os valores de PRESSajaram maiores variagdes para 0s
primeiros fatores nas concentracdes de 58xi0lL™, 1,0x10" molL™ e 8,0x1¢ molL™?, sendo
também possivel discriminar melhor a qualidaderdodelos de validacdo em funcéo da regido
espectral selecionada.

As curvas de rVal (figura 60) para as concentrag@e$,0x10 molL™ e 2,0x1¢ molL™
mostraram comportamento semelhante em termos ae&arde valores de rVal com relacéo ao
namero de fatores para as diferentes regides esjgeastando mais agrupadas. J4 as demais
concentragOes originaram curvas mais dispersagnplodse discriminar melhor quais as regides
espectrais que melhor se correlacionam com o di@rdatcolonia nestas condicdes.

Valores com rVal= 0,99 foram obtidos com trés fatores apenas paraadelos de
validacdo baseados nas associacdes de regifedraispde (1550-1400) + (900-600) ¢m

(2000-1800) + (900-600) chme (2000-1800) + (1260-1150) EmEm nenhum destes modelos a
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VRA ultrapassou 80 % nos primeiros quatro fatofigsi@ 61, tabela 28), indicando novamente
ampla distribuicéo de informacéo estrutural ao ¢odgs fatores gerados.

Pela tabela 27, verifica-se que a associacéo &oregpectral de 2000-1800 ¢room a
de 900-600 ci gera, para todas as concentracées, modelos degédi com um minimo de trés
fatores com rVal= 0,99, sendo considerado o melhor para descrey@ppsedades antifingicas
das cumarinas testadas corirgpedrosoiATCC 46428.

Os dados indicam, primeiramente, que a posi¢caoutiatitlicdo no anel benzénico
condensado ao nucleo de 2-pirona contribui paresaritdo da atividade antifingica. O mesmo
acontecendo com bandas que descrevem a estrutugiatelma aromatico e do grupo vinila do
anel de 2-pirona como movimentos de deformacéaolanfpra do plano de ligagdo C-H. Ja os
movimentos especificos dos substituintes (prinoipake expressos na regido de 1650-1306 cm
ou acima de 3000 ¢ ndo apresentam 0 mesmo peso que 0s movimensistdma aromatico
ou do grupo vinila, indicando que os efeitos el@ttds que estes substituintes exercem sobre o
sistema aromatico e o grupo vinila, no nucleo cim@r é, na verdade, o que realmente
influencia para correlacionar com a atividade ljalé em questéo.

Bandas relacionadas com a funcéo lactona, naoreigd1300-900 cih referentes as
deformacdes assimétricas acopladas de grupos CH§=00-C-C, também apresentam grau de
correlacdo menor com a atividade biologica avaligtagém bem melhor que a regido de
absorcdo relacionada a deformacgéo axial de liga€¢3 e de C=C de vinila conjugado a

carbonila e anel aromatico em anel de seis membros.
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Tabela 27 Parametros de validacdo cruzada de modelos ipedibtimizados de PLS entre

DRIFTS e atividade antifangica de cumarinas coRtnaedrosoiATCC 46428.

Regido Espectral (ch) 5,0x10°  1,0x10* 2,0x10* 4,0x10* 8,0x10*
molL*? molL*? molL™ molL™? molL™?
Fator 4 4 4 6 7
3800-600 VRA 69,632 72,772 68,023 84,669 90,239
SEV 0,115 0,202 0,076 0,082 0,153
PRESS 0,320 0,974 0,140 0,160 0,560
rval 0,996 0,991 0,996 0,991 0,990
Fator 4 4 4 7 4
900-600 VRA 69,060 69,768 65,478 90,.626 67,751
SEV 0,088 0,092 0,069 0,053 0,148
PRESS 0,185 0,203 0,115 0,067 0,523
rval 0,998 0,998 0,997 0,997 0,991
Fator 4 4 4 4* 4
1300-900 VRA 71,200 73,022 71,225 74,554 70,262
SEV 0,146 0,095 0,058 0,028 0,137
PRESS 0,510 0,216 0,081 0,019 0,449
rval 0,993 0,998 0,998 0,999 0,992
Fator 4 4 4 4 4
2000-1800 VRA 76,428 77,092 75,277 74,280 68,958
SEV 0,145 0,146 0,092 0,072 0,094
PRESS 0,503 0,513 0203 0,124 0,211
rVal 0,993 0,995 0,995 0,993 0,998
Fator 4* 4* 4 4 4
1550-1400, 900-600 VRA 66,778 57,326 64,799 67,720 60,035
SEV 0,119 0,109 0,090 0,083 0,114
PRESS 0,340 0,283 0,194 0,166 0,314
rval 0,995 0,997 0,994 0,991 0,995
2000-1800, 900-600 Fator 4* 4* 4* 4* 4*
VRA 67,428 67,369 62,743 68,244 64,506
SEV 0,053 0,055 0,033 0,039 0,053
PRESS 0,069 0,071 0,025 0,037 0,067
rVal 0,99¢ 0,99¢ 0,99¢ 0,99¢ 0,99¢
Fator 4 4 4 4* 4
2000-1800, 1260-1150 VRA 68,847 69,642 68,095 68,095 63,306
SEV 0,056 0,098 0,046 0,0457 0,059
PRESS 0,076 0,232 0,050 0,050 0,084
rval 0,99¢ 0,99¢ 0,997 0,997 0,99¢
Fator 4 4 5 5 4
2000-1800, 1460-1330 VRA 73,045 64,232 82,310 83,012 68,378
SEV 0,171 0,117 0,074 0,064 0,105
PRESS 0,700 0,328 0,133 0,097 0,265
rVal 0,991 0,99¢ 0,99¢ 0,99« 0,99t
2000-1800, 1550-400 Fator 4 4* 4 4 4
VRA 57,143 62,029 56,329 55,791 54,442
SEV 0,074 0,048 0,040 0,048 0,086
PRESS 0,133 0,054 0,038 0,054 0,178
rval 0,99¢ 0,99¢ 0,99¢ 0,997 0,997

VRA: Variancia acumulada; SEV: Erro padréo de \&jéib; PRESS: soma dos quadrados da diferencavaldrebservado e valor
previsto; rVal: Coeficiente de correlagdo de vaji@itacruzada.* Fator anterior ja apresenta B/@J99.
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Uma observacéo inicial dos parametros dos modedosmtidacido gerados pela utilizagédo
de freqiiéncias da regido espectral de 1300-900 indica que estes sdo de baixa qualidade,
tendo valores de rVal negativos no Fator 1 paraoasentracdes de 5,0xiénolL™, 4,0x10"
molL™ e 8,0x10f molL™ e nenhum valor de rVal acima de 0,99 nos setecfiatilizados. Estes
dados, a principio, descartam esta regido comoriboigio para a explicacdo da atividade
antifungica.

Entretanto, quando se descartam as frequiénciasxttesnos deste intervalo selecionando
aquelas sobre regigdo de 1260-1150'cwbserva-se uma melhora substancial nos modelos de
validacdo para todas as concentracdes com=0a09 entre os fatores 5 e 7 com valores de SEV
< 0,1. Esta regido é caracteristica da deformac@mnésica de grupo C-C(=0)-O e estes
resultados demonstram que este movimento tem um deacorrelacdo com a atividade
antifingica ndo tdo completo quanto as bandas ftendgcdo angular fora do plano de C-H
aromaético ou de alquenos.

Quando se seleciona a regiao espectral que coaseas freqiéncias relacionadas com a
deformacdo O-C-C (1100-900 dnobserva-se uma queda brusca na qualidade do onocdiedl
valores de rVak 0,99 ainda com quatro fatores sendo somente olpada a concentracéo
(2,0x10* molL™) (figura 60).

A associacdo das duas regides (1300-900)cpor sua vez, leva a uma melhora ainda
mais acentuada dos modelos de validacdo onde gdaa &s concentracdes sdo obtidos valores
de rvVal= 0,99 com quatro fatores (tabela 27).

A representacdao do conjunto de espectros de alsargdV das regides espectrais de
2000-1800 cnt e 900-600 cm e sua correlacdo com os vetores de regressao teamese

representados nas figuras 62 e 63, respectivamente.
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Ry

R o Yo
C: Ri=H; Ry=H; Rs=H
NC: R=H; R,=NO,; Rs=H
AMC: R]_:H; R2:NH2; R3:H
AAMC: R;=H; R=NHAc; Rs=H
SUAC: R=H; R=NHSuc; R=H
U: Ri=H; R:=H; R=OH

UM: R;=CH;s; Ry=H; R;=0OH
AMU: R,;=CHs; R,=H: Ri=OAC

Ood

OO

[

1950 1900 1850 1800 900 850 800 750 700 650
Wavenumbers (cm-1) Wavenumbers (cm-1)

Figura 62: Perfil de absorbancia de espectros de infravérongé cumarinas nas regioes

de 2000-1800 cthe 900-600 cn.

—— 0,05mM
——F—0,1mM
0,2mM
——0,4mM
—0,8mM

Escore

N° de Onda (cm-1)

Figura 63: Vetores de regressdo de PLS de cumarinas coriéine@s na regidao de

2000-1800 crit.

Observa-se uma contribuicdo positiva para a dim@midos halos das colbnias nas

freqiiéncias de 2000-1950 ¢m1880-1840 cil para as concentracdes de 2,0%hiolL™ a

8,0x10* molL™ na primeira regido, com alguns desvios para as dolacentracdes menores. Na
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segunda regido as frequiéncias de 900-885 &30-845 crit, 815-770 crif, 760-755 crif, 700-
695 cm' e 680-670 cil sdo as que mais contribuem para a propriedadégital em estudo.
Nesta regido os vetores de regressao apresentanigigdes mais semelhantes entre as diversas
concentragOes testadas.

Observa-se que frequéncias com baixa intethsjdaomo aquelas da regido de 2000-
1800 cn, contribuem com escores de mesma grandeza comaadguals intensas, justificando
0 uso do autoescalamento antes da modelagem arcamdo a idéia que se poderia ter de as que
frequéncias mais proeminentes no espectro seriamles] que mais contribuiriam para a

atividade bioldgica em questéo.

3.6.2.4 Aplicacdo de DRIFTS na previsdo de atividade antifdgica de fenois, &cidos

salicilicos e 2-fenilbenzoxazolas contra. pedrosoi ATCC 46428

Nas figuras 64, 65, 66 e 67 encontram-se as raegegges dos parametros SEV, PRESS,
rVal e VRA para o conjunto de fendis, acidos shdias e 2-fenilbenzoxazolas avaliados. Na
figura 64 pode ser observado que o aumento da wtvacdo de cada substancia teste
separadamente, no agar, gera modelos preditivosntaiores variacbes nos valores de SEV a
medida que mais fatores vao sendo incluidos na lagelm. Os menores valores de SEV
ocorrem com as menores concentracdes de derivaddsndl, de acidos salicilicos ou de 2-
fenilbenzoxazolas.

Observam-se também maior diferenciacdo entre oselo®mdjerados em funcdo das
regibes selecionadas para estudo quando se comgaranos modelos obtidos para fendis e

acidos salicilicos ou 2-fenilbenzoxazolas.
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Figura 64: Curvas de SEV de modelos de validacdo cruzad®ld® de DRIFTS e

atividade antifungica de fendis, acidos salicilieo®-fenilbenzoxazolas contfa pedrosoi

ATCC 46428.
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Figura 65: Curvas de PRESS de modelos de validagdo cruzada 8 de DRIFTS

e

atividade antifingica de fendis, acidos salicilieo®-fenilbenzoxazolas contfa pedrosoi

ATCC 46428.

21¢



Resultados e Discussao

1.0

val

5,0x10°molL™

N° de Fatores

104

val

1,0x10"molL™ B

w -

4 5 6
N°de Fatores

~

val

0.0

4,0x10*molL*

N
w -

T T T T T T
4 5 6 7
N°de Fatores

Regifo Espectral (cm™)
3800-600
—— 900-600
——800-700
— 1100-900
1300-900
—— 1300-1100
1260-1150
— 1460-1330
— 1550-1400
— 1650-1550
— 1800-1650
—— 2000-1650

— 1950-1850
— 2000-1850
—1950-1800
— 2000-1800
— 3150-2850
3800-2850
3800-3150
—— 2050-1800
-+ 1300-900, 2000-1800
2000-1800, 900-600
-+ 3150-2850, 2000-1800
-+ 3150-2850, 900-600

1.0

Val

2,0x10"molL? -

00 T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7
N°de Fatores
104| 80x10*molL? o

val

N°de Fatores

Figura 66: Curvas de rVal de modelos de validagdo cruzad®lde de DRIFTS e

atividade antifingica de fendis, acidos salicili@stenilbenzoxazolas contfa pedrosoi

ATCC 46428.
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Figura 67: Curvas de VRA de modelos de validacdo cruzad®lde de DRIFTS e

atividade antifangica de fendis, acidos salicilieo®-fenilbenzoxazolas contfa pedrosoi

ATCC 46428.
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Com base nos menores valores de SEV obtidos o metiodelo foi gerado pela
associacdo entre as regides de 1300-900 en2000-1800 cih para todas as concentracées
trabalhadas. Em seguida vieram os modelos relatosneom as regides espectrais de 1300-900
cm® e (3150-2850 cif) + (2000-1800 c) para as concentracdes de 5,0xamIL ™ até 4,0x10
“molL* e 2000-1800 crhe (3150-2850 cif) + (2000-1800 ci) para a concentracdo de 8,0x10
“molL™. A regigio espectral de (2000-1800 B+ (900-600 cn) ainda mostrou-se adequada
para as concentracdes de 5,0x@®IL™, 1,0x10° molL™ e 8,0x1¢ molL™. O conjunto completo
de frequéncias (3800-600 ©n apresentou valores reduzidos de SEV somente para
concentracdes de 4,0ximolL™ e 8,0x10¢f molL™.

Os valores de PRESS (figura 65) seguiram o mesomopartamento tanto quanto a
variacdo em relagdo ao numero de fatores incluidanodelo quanto a dispersdo em fun¢éo da
regido espectral selecionada. Os valores de PR&S&® bem maiores que 0s respectivos valores
obtidos a partir da modelagem com fendis e acidbsilecos ou 2-fenilbenzoxazolas.

Os valores de rVval convergiram mais lentamente pakalor minimo de 0,99 com a
inclusdo de novos fatores sendo que os modelososomaiores valores de rVal foram gerados
com as freqiiéncias referentes a regido de (13006800 + (2000-1800 cr), seguida pelas
regides de 1300-900 ¢m(3150-2850 ci)) + (2000-1800 cif) e (2000-1800 cH) + (900-
600 cm'), para todas as concentracBes, e 2000-1808 apenas para as concentracbes de
4,0x10*molL™ e 8,0x10*moIL™. As curvas de VRA apresentaram maiores variagdesnores
valores para os modelos com melhores valores de rVa

Na tabela 28 estdo incluidos alguns modelos odidaig para fins de comparacdo dos

parametros de validacdo com aqueles obtidos camnjartto completo de freqiéncias.

221



Resultados e Discussao

Tabela 28 Parametros de validacdo cruzada de modelos prlibtimizados de PLS de

DRIFTS e atividade antifungica de fenois, acidokciti@os e 2-fenilbenzoxazolas contfa

pedrosoiATCC 46428.
Regido Espectral (ch) 5,0x10° 1,0x10* 2,0x10* 4,0x10" 8,0x10*
molL? molL? molL? molL? molL?
3800-600 Fator 7 7 7 7 6
VRA 86,915 86,680 86,416 87,309 76,540
SEV 0,152 0,145 0,205 0,243 0,237
PRESS 0,896 0,823 1,641 2,294 2,187
rval 0,986 0,988 0,986 0,988 0,993
Fator 7 7 7 7 7
900-600 VRA 90,607 90,828 91,850 92,729 92,982
SEV 0,209 0,308 0,496 0,567 0,670
PRESS 1,710 3,694 9,589 12,531 17,520
rval 0,97: 0,94t 0,92( 0,93¢ 0,94:
1300-900 Fator 6 6 6* 6 7
VRA 76,302 76,273 79,493 79.,789 84,035
SEV 0,122 0,115 0,134 0,177 0,222
PRESS 0,585 0,5160 0,695 1,215 1,925
rval 0,991 0,99: 0,99« 0,99« 0,99«
Fator 7 7 7 7 7
2000-1800 VRA 84,395 85,877 86,103 87,971 88,683
SEV 0,211 0,373 0,467 0,222 0,291
PRESS 1,737 5,433 8,519 1,928 3,312
rval 0,97: 0,917 0,92¢ 0,99( 0,98¢
Fator 7 7 7 7 7
2000-1800, 900-600 VRA 77,405 72,767 76,676 76,847 78,659
SEV 0,072 0,139 0,212 0,226 0,225
PRESS 0,201 0,754 1,757 1,992 1,977
rval 0,997 0,98¢ 0,98t 0,99( 0,99«
Fator 7 7 7 7 7
3150-2850, 2000-1800 VRA 80,260 80,321 81,275 81,634 81,733
SEV 0,130 0,167 0,197 0,192 0,295
PRESS 0,656 1,086 1,517 1,432 3,392
rval 0,99( 0,98¢ 0,987 0,99: 0,98¢
3150-2850, 900-600 Fator 7 7 7 7 7
VRA 86,542 86,890 86,682 87,263 87,203
SEV 0,239 0,261 0,331 0,309 0,376
PRESS 2,231 2,647 4,264 3,723 5,520
rval 0,964 0,96( 0,964 0,98( 0,982
2000-1800, 1300-900 Fator 6 5 5 5 6
VRA 71,724 60,971 61,249 67,337 72,214
SEV 0,110 0,124 0,152 0,165 0,220
PRESS 0,468 0,601 0,898 1,0626 1,891
rval 0,99: 0,9¢1 0,99: 0,99¢ 0,99¢

VRA: Variancia acumulada; SEV: Erro padrdo de \agiib; PRESS: soma dos quadrados da diferencavadreobservado e
valor previsto; rVal: Coeficiente de correlagdcvalidacéo cruzada.* Fator anterior ja apresentd> 0,99
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Como pode ser observado, 0 aumento do numero dposbos na modelagem aumenta o
namero de informacdes presentes no conjunto detespdazendo com que sejam necessarios
maior numero de fatores para incluir um minimo deancia necessaria para obtencédo do valor
minimo de rVal desejado em comparacao com os m®dejmarados de fendis e acidos salicilicos
ou de benzoxazolas.

A regido de 1300-900 c¢Mmé a que apresenta 0 menor nimero de fatores asescio
rvVal = 0,99 e para quase todas as concentracOes traas|ltatn excecdo da concentracdo maior
de 8,0x10" molL™. Nesta concentracdo o modelo de melhor qualidadet#ido com o conjunto
completo de frequiéncias.

A incluséo das 2-fenilbenzoxazolas em relacdooajuato de derivados de fendis e acidos
salicilicos desloca o conjunto de frequéncias coathar correlacdo para previsao da atividade
bioldgica para a regido de 1300-900 trivesta regido sdo encontradas freqiiéncias conr maio
namero de informacdes a respeito da individualiddelecada molécula (regido de impresséo
digital) principalmente devido a deformac¢fes anggslade ligacdo C-H no plano associadas a
movimentos moleculares especificos como as defdiesagxiais de ligacdo C-O (presentes em
todas as trés classes) associadas a deformacédeakgacédo O-H bem como a deformacéo axial
de ligagdo C-N presente no nucleo benzoxazélicosesnbstituintes contendo os grupos nitro,
amina e amid&¥*3%*

Em termos de poder descriminatério, os movimergssociados com o melhor
modelo gerado para o nicleo benzoxazélico (126@-14%") predominam sobre aqueles
associados com o melhor modelo gerado para fenéisdes salicilicos (2000-1800 & Por

outro lado, a associacéo das regides de 2000-183&om a de 1300-900 chtraz uma maior
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contribuicdo da diversidade estrutural entre as ¢tésses trabalhadas melhorando em muito a
qualidade dos modelos preditivos obtidos.

Na figura 68 encontram-se os conjuntos de especdeoabsorcdo no IVM das regibes

espectrais de 2000-1800 ¢room a de 1300-900 ¢

NF
AMF
AACF
AS
ANS
AAMS
AACS
FBO
HBO
HAMBO
HACBO
HSUBO

DOSPMOT=~00wOoT>

dPosSwoT-00oT>

1300 1200 1100 1000 900
Wavenumbers (cm-1)

Figura 68: Perfil de absorbancia de espectros de infravéronele fenois, &cidos

salicilicos e 2-fenilbenzoxazolas na regigo de 1B cni' e 2000-1800 cih
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Na figura 69 podem ser observados os vetores dessfp com seis fatores para os
modelos gerados com esta associacao e as respatis@coes no infravermelho do conjunto de

compostos analisados considerando-se as cincortomp@es testadas para cada composto.

i

J palt
'vr w’ '

0,05mM
0,1mM
0,2mM
0, 4mM
0,8mM

N°? de Onda (ecm-1)

Figura 69: Vetor de PLS com seis fatores de fenois, &cidabcikkcos e 2-

fenilbenzoxazolas com freqiiéncias na regido de-2800 cm' e 1300-900 cif.

A analise do conjunto de espectros nesta regi@a e@relacdo com o vetor de regressao
demonstram que a diminuicdo do halo da col6niapemidente da presenca de absorcdo nas
regides espectrais de 1990-1978'¢cr1928-1913 cr, 1895-1862 ci, 1853-1830 cif), 1816-
1805 cm, 1300-1280 cr, 1250-1225 ci, 1190-1170 cm e 1110-1000 cify basicamente.
Observa-se, também, que os maiores escores ocoaeregido espectral de 2000-1800tm
onde, entretanto, os valores das absorcfes s&oaidta tensidade. Este dado reforca,

novamente, a idéia de que a correlagdo entre aontenintensidade de uma banda, a uma
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determinada frequiéncia, e o didametro do halo dan@lndo necessariamente ocorre de forma
linear para aquelas bandas com maior intensidadeanepara aquelas cuja intensidade se

correlaciona com a lei de Lambert-Beer (dentrordedaterminado limite).

3.6.2.5 Aplicacdo de DRIFTS na previsdo de atividad antifingica de fendis, acidos

salicilicos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas contfa pedrosoi ATCC 46428

As curvas que relacionam os parametros dos modidosalidacdo do conjunto de
compostos testados encontram-se nas figuras 7@02713.

Na figura 70 pode ser observado que os modelosergés as concentracdes de 5,010
molL™ a 4,0x10' molL™ geram valores de SEV semelhantes e menores gae gancentracao
de 8,0x1d molL™. Os menores valores de SEV foram obtidos com eciggio das regides
espectrais de (3150-2850 ¢n+ (2050-1800 ci) + (1300-900 cil) seguido pelo conjunto
completo de frequéncias.

Os valores de PRESS (figura 71) seguiram comporttimgemelhante com aumento
substancial em relacdo aos valores obtidos pammamelos otimizados, gerados a partir das
classes isoladas dos compostos, muito parecidooccdos modelos de associacdo entre fendis,
acidos salicilicos e 2-fenilbenzoxazolas.

Os valores de rVal (figura 72) alcancaram o valénimo de 0,99 entre sete e nove

fatores somente para a os modelos com a regid@atimdo espectro.
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Figura 70: Curvas de SEV de modelos de validacdo cruzad®lde de DRIFTS e
atividade antifungica de fendis, acidos salicilic@$enilbenzoxazolas e cumarinas contra

F. pedrosolATCC 46428.
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Figura 71: Curvas de PRESS de modelos de validagdo cruzadal8 de DRIFTS e

atividade antifungica de fendis, acidos salicilic@denilbenzoxazolas e cumarinas contra

F. pedrosolATCC 46428.
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Figura 72. Curvas de rVal de modelos de validagdo cruzad®ldé de DRIFTS e

atividade antifungica de fendis, acidos salicilic@$enilbenzoxazolas e cumarinas contra

F. pedrosolATCC 46428.
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Figura 73: Curvas de VRA de modelos de validacdo cruzad®lde de DRIFTS e

atividade antifungica de fendis, acidos salicilic@$enilbenzoxazolas e cumarinas contra

F. pedrosolATCC 46428.
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Na tabela 29 estdo incluidos os modelos otimizgoas fins de comparacdo dos

parametros de validacdo com aqueles obtidos camnjarto completo de frequéncias.

Tabela 29 Paradmetros de validacdo cruzada de modelos prlibtimizados de PLS de
DRIFTS e atividade antifungica de fenois, acidoiciigaos, 2-fenilbenzoxazolas e cumarinas

contraF. pedrosolATCC 46428.

Regido Espectral (ch) 5,0x10° 1,0x10* 2,0x10* 4,0x10" 8,0x10*
molL? molL? molL? molL? molL?
Fator 10 9 10 9 9
3800-600 VRA 84,769 82,307 84,430 82,628 83,046
SEV 0,179 0,163 0,153 0,161 0,230
PRESS 2,023 1,664 1,470 1,640 3,326
rval 0,986 0,990 0,991 0,992 0,991
Fator 10 10 10 10 10
1300-900 VRA 84,358 83,651 86,620 85,398 85,575
SEV 0,222 0,189 0,223 0,189 0,301
PRESS 3,115 2,252 3,138 2,239 5,723
rval 0,978 0,987 0,980 0,989 0,985
Fator 10 10 10 10 10
3150-2850, 2050-1800 VRA 83,821 84,342 84,239 85,110 84,981
SEV 0,283 0,392 0,361 0,246 0,422
PRESS 5,035 9,665 8,233 3,822 11,226
rval 0,965 0,943 0,948 0,982 0,970
Fator 10 10 10 10 10
3150-2850, 900-600 VRA 94,337 92,904 94,634 94,182 93,335
SEV 0,238 0,276 0,313 0,257 0,419
PRESS 3,557 4,797 6,190 4,169 11,056
rval 0,97t 0,97: 0,96- 0,98( 0,971
3150-2850, 2050-1800, Fator 10 10 10 10 10
900-600 VRA 84,896 84,339 84,693 84,731 84,347
SEV 0,161 0,239 0,270 0,181 0,305
PRESS 1,637 3,611 4,580 2,064 5,864
rval 0,98¢ 0,97¢ 0,972 0,99( 0,98¢
3150-2850, 2050-1800, Fator 9 8 9 7 9
1300-900 VRA 69,312 68,296 72,693 63,858 73,008
SEV 0,143 0,154 0,143 0,150 0,243
PRESS 1,295 1,502 1,28 1,413 3,723
rval 0,991 0,991 0,99: 0,99: 0,99(

VRA: Variancia acumulada; SEV: Erro padrdo de \agiib; PRESS: soma dos quadrados da diferencavadreobservado e
valor previsto; rVal: Coeficiente de correlagaovdédacao cruzada.

Comparando-se a evolucdo na variagao dos par@médrovalidacdo com o aumento do

namero de compostos e de classes diferentes deostmepanalisadas observa-se que ha uma
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necessidade de aumentar o nimero de frequénclagas no modelo de validagdo, mas ndo do
conjunto completo de frequiéncias fornecidas pelt.I\Predomina o nivel de informagéo
fornecido pela regido de impressao digital, peipéiee de harmonicas e bandas de combinacéo e
agora também incluida a regido de estiramentos €-em menor extensdo, O-H e N-H.

Pode ser observado que os modelos gerados conv@agée® das regides espectrais de
(3150-2850 crif) + (2050-1800 ci) + (1300-900 crl) apresentam melhor qualidade em
comparagcdo com o segundo conjunto de melhores o®delundos da utilizacdo do conjunto
completo de frequéncias tanto em valores de rMialocde SEV e de PRESS.

Valores de VRA de 60-75 % podem ser considerados lwonsiderando-se a grande
quantidade de informacédo ofertada pelas modifieag®ruturais de aromaticos monociclicos
(fendis e &cidos salicilicos), triciclicos (2-fdm@hzoxazolas) e biciclicos (cumarinas). Estes
valores de VRA podem permitir que o modelo aceisgomnumero de novos derivados com
estrutura base pertencente a uma das trés sérigénawes utilizadas (dentro de certos limites,
evidentemente) com boa capacidade de predicdoadeettiio do halo da colénia @ pedrosoi
ATCC 46428.

Na figura 74 pode ser verificada a dependénciaedosres dos vetores de regressdo com
dez fatores de cada regido em funcédo da frequ&mbexionada para cada concentracao de

antifangico testado.
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Figura 74. Vetor de PLS com dez fatores de fendis, acidobcilszs, 2-
fenilbenzoxazolas e cumarinas com freqiiéncias egi§es de 3150-2850 ¢m2000-

1800 cn* e 1300-900 crh.

Na regido espectral de 3150-2850cobserva-se uma forte contribuicdo positiva para a
diminuicdo do halo da colénia com a presenca derefis em 3100-3080 ¢ Ja a regisio
espectral de 2050-1800 &ncontribui mais para informar sobre pardmetrosugstis que
aumentam o diametro do halo da colénia. A regiad 2f#0-900 crit fornece informacgéo bem
variada com predominio de contribuicdo negativa gardiametro das colénias em torno das

freqiéncias de 920, 1000, 1050, 1110, 1150 e 1225 ¢

3.6.2.6 Consideracgdes sobre a utilizacdo de DRIFara previsdo de atividade antifungica

de fendis, acidos salicilicos, 2-fenilbenzoxazol&s cumarinas contra F. pedrosoi ATCC

46428
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Estudos buscando estabelecer correlacdo entrgdaal®y antifingica e DRIFTS de
compostos organicos por técnicas quimiométricagaando tém sido relatados na literatura. Este
trabalho apresenta-se como uma primeira referériarea e, para tanto, algumas discussdes
relevantes para a amplitude do potencial do méfoadem ser generalizadas a partir do
experimento em estudo.

O numero de compostos aqui ensaiados pode seldemudo pequeno e foi restrito a
classes com algum grau de relacdo estrutural. tBntee os resultados observados com os
diferentes modelos obtidos para cada classe owiagdo de classes para a atividade biologica
em estudo permitem a suposicao de algumas gere@s.

A espectroscopia de IV gera um grande numero dé&wveas latentes na forma de
frequéncias por amosffd Em modelos de calibracdo com PLS para determinagéntitativa
de componentes estruturalmente relacionadas, Isessalecionar as frequiéncias que apresentem
correlacdo linear com o analito de interesse. gisieedimento elimina os termos néo relevantes
na modelagem que podem atuar como interferentes.

Quando se substitui a concentragdo de diferent@gannuma mistura por medidas de
uma atividade bioldgica, como o exemplo o diamdtrdalo da colbnia, o objetivo de selecao é
o mesmo. No primeiro caso podem estar preseni®q@ites entre o analito e o solvente, ou um
analito e os demais. No segundo caso, 0s comppatsteragem entre si, mas sim com um
sistema complexo de biomoléculas como no caso @eodéhla fungica em um agar. Logo, para
que se encontre uma relacdo quantitativa lineae esgtes compostos e a resposta biologica
desejada, € esperado que 0os mesmos pertencamsgaeneongénere, apresentando frequéncias
de absor¢cdes comuns a todos e que estas venhaemceertio subconjunto de frequéncias

selecionadas por responder linearmente com o aordartconcentracao.
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Entretanto, propriedades biologicas, principalmemtteracdes farmaco-receptor ou
enzima-substrato, ndo séo lineares em toda a rdgi@oncentracdes trabalhadas, o que dificulta
a busca de um conjunto de variaveis para um matkelpredicdo. Neste caso, a utilizacdo de
analise multivariada baseada em frequéncias deelW, particular de IVM, se torna uma
ferramenta Util uma vez que permite a obtencédo déetos lineares através da compressédo do
hiperespagco delimitado pelo conjunto de frequéna@as um conjunto simplificado de
componentes principais com alta varianca acumwdataada componente.

A aplicacdo de métodos quimiométricos € normalmesabézada utilizando diretamente
recursos de correlacdo entre escores (compostésdings” (contribuicdo de cada frequéncia)
para a descricéo dos fatores empregados na monglfg&sta metodologia, quando foi aplicada
ao conjunto de amostras em questéo, levou a fée@i$éncias distribuidas ao longo do espectro
de IVM do conjunto de compostos selecionados. Nastéexto, buscou-se uma interpretacao do
espectro normalmente semelhante aquela utilizadpreoedimentos de identificagdo estrutural
observando separadamente regides do espectro adeartedtar reunir aquelas regides espectrais
com maior quantidade de informacédo sobre o conjdatoompostos analisados para a atividade
biolégica escolhida. Esta metodologia pode ser idereda empirica, mas permite obter
resultados que levam a modelos de correlacdo cancdygacidade preditiva também.

Com relacdo as classes de compostos (fendis, asalimslicos, 2-fenilbenzoxazolas e
cumarinas) apesar das relacoes estruturais exsigtde-se observar que quanto maior parte da
molécula participa da estrutura do farmacéforo maioumero de freqiéncias vibracionais que
esta relacionado com a atividade biolégica. Logomodelo otimizado (de melhor qualidade) a

relacdo entre o numero de frequéncias por compastoexplicar a atividade bioldgica deve ser
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maior. Este tipo de comportamento também €& obsergadndo se utilizam paréametros fisico-
guimicos convencionais como parametros hidrofobieletrdnicos ou estéricos.

Esta caracteristica é melhor observada quandmtsederrelacionar um conjunto de classes
de compostos com mecanismos de inibicdo de crestniferenciados onde, no modelo, se
tenta colocar o minimo de informacdes necessaaa fentar prever a atividade biologica
correspondende a cada classe em particular. Aoregigectral de 1300-900 ¢napresenta esta
caracteristica uma vez que concentra um numerasificado de movimentos associados a
individualidade de cada composto incluido na mapeta Por sua vez, a regido espectral de
2000-1800 cnt é importante para fornecer informacdes sobrelaéntia do nimero e a posicdo
de substituintes em relacéo ao nucleo base desfeddidos salicilicos e cumarinas na atividade
antifangica.

Por outro lado, quando se associam compostos lgue,d& estruturalmente relacionados,
também apresentam o0 mesmo mecanismo de acdo asigumecanismo esta associado a uma
pequena fragdo da molécula, como no caso fenddpsasalicilicos e 2-fenilbenzoxazolas, a
regido de freqiéncias necessaria para a corrgtagBodiminuir substancialmente.

O nucleo aromatico, quando presente no nucleo dmsérie congénere e pertencente ao
farmacoforo, € um bom protétipo para correlaciataridade antifingica, uma vez que reflete a
acao principalmente eletrénica de diferentes Suiisiies, sendo que 0s movimentos a ele
associados séo bons previsores de atividade bialogi

O aumento do numero de compostos com estrutusasdiferenciada diminui a qualidade
do modelo com aumento dos valores de SEV e PRE&Sliminuicdo dos valores de rval,
necessitando de aumento de numero de fatores panperar esta qualidade. Previsdes que

estavam sendo feitas com trés a quatro fatoreshmaraoxazolas (cinco compostos), fendis e
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acidos salicilicos (oito compostos) e cumarinai (odmpostos) passaram a necessitar de seis a
sete fatores em média para a associacdo de féweides salicilicos e 2-fenilbenzoxazolas (13
compostos) e de cerca de nove a dez fatores @asoaiacdo das quatro classes (21 compostos).
Por outro lado, o aumento do niumero de freqiéméiasiecessariamente aumenta a qualidade do
modelo e dai a importancia de serem aplicados mgte selecdo de variavers.

Regides que apresentam movimentos acoplados e e@ueslacionam melhor com
modificagbes estruturais nas suas vizinhancas séie favoraveis para produzirem melhores
modelos de calibracdo por carregarem maior vaadem relacdo ao conjunto de compostos. Esta
afirmacao é particularmente valida para o caso-féaitbenzoxazolas.

A utilizacdo de DRIFTS néao requer a solubilizacams c¢ompostos, o que elimina
problemas relacionados com a solubilidade. Enttetaalgumas informacdes sobre interacbes
hidrofébicas e hidrofilicas passam a ser perdigaacipalmente com moléculas portando um
grupo fenolico que pode competir com a formacadigiedes de hidrogénio intermolecular e
intramolecular como &cidos salicilicos e HBXs. Higie de interacdo pode ser importante para a
atividade biologica e, para estes casos, o probleoda ser resolvido utilizando a técnica de
reflectancia total atenuada em presenca de sobl/etdis como tetracloreto de carbono,
cloroférmio, acetonitrila ou mesmo agua, a semalhato que se tem aplicado para outros tipos
de interacdo farmaco-recepti®®

Os resultados aqui apresentados mostram o potelacidllizacdo de frequéncias de IVM
como parametros para determinacdo de modelos delag@o estrutura atividade biolégica e
com algumas vantagens em relacdo a métodos tnadiside busca destas correlagées. Uma vez
obtido um modelo de previsédo de atividade biologic#icdo do crescimento de um fungo, por

exemplo) com alguns representantes de uma séri@lbgay basta que sejam obtidos os
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espectros de cada novo composto, (has mesmas Gesdign que foram obtidos os espectros do
conjunto de compostos de validacdo) e introduzidms modelo de PLS para, apos
processamento, obter-se um valor da resposta mal@gra cada composto. Neste caso, ndo ha
necessidade de submeter estes novos derivadosaio ®iologico para prever a resposta uma
vez que o modelo matematico é suficiente para prese resultado. Em outras palavras, o
método ndo elimina a necessidade da sintese des mwrivados, mas sim a destes também
serem submetidos ao ensaio biologico (desde ges dstivados pertencam a mesma classe que
deu origem ao modelo de predicdo). Esta vantaggartecularmente atraente em ensaios de
longa duracdo ou excessivamente caros, como ersaiosulturas de células ou de avaliacdo
genotoxica entre outros.

A técnica diminui também o0 uso de animais de erpamtacdo e torna-se também
particularmente interessante em ensaios clinicake,opor questbes éticas e de seguranca,
diminui o risco de exposicdo de pacientes ao oljete@studo, principalmente em estudos de
avaliagdo farmacocinética e de comparacdo com numadutas terapéuticas (fases Il e Ill, do
protocolo de desenvolvimento de farmacos, figura 2)

A aplicacdo da técnica de DRIFTS para a previs@oatividade biolégica torna-se
particularmente interessante quando se dispde deamto de espectros gerados nas mesmas
condi¢des do conjunto de espectros utilizado palidacdo do modelo permitindo o “screening”
rapido de grande nimero de compostos sem a nemesgié ressintetizar todo o conjunto para a
investigacdo da resposta biologica.

Por fim a metodologia aqui desenvolvida mostra guatensidade de frequéncias de
infravermelho podem servir como Unicos parameti@s pnodelos de correlacdo diferente da

idéia que se tem de que somente variacdes espetgaie podem ser utilizadas em modelos de
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QSAR e sempre associadas a outros parametros convencionais tais como log P, refratividade

molar, Op eTrentre outros.
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Com base nos resultados obtidos nesta tese asntesguionclusdes puderam ser
estabelecidas:

2-(2’-Hidroxi-5’-acilamino-fenil)benzoxazolas podeser obtidas em duas etapas iniciando
pela condensacdo entre &cido 5-aminosalicilic@rte-aminofenol em presenca de &acido
polifosférico seguido por acilagdo do grupo amimancanidridos de acidos sob catélise com
acetato de sodio e acido acético glacial.

6-(N-Acilamino)cumarinas podem ser obtidas em trésastappartir da cumarina atraves da
nitracdo seguida por reducéo e posterior acilagé®amninocumarina.

HBXs representadas por HBO e HAMBO apresentaramaggio como fluorocromos para
estudos de morfologia de hifas e conidiosFdepedrosai sendo possivel a visualizacdo e a
definicdo de detalhes da parede celular, principatmna regido septal. A qualidade da definicdo
de imagem e o padrdo de fluorescéncia gerada gdEndientes da técnica empregada para
impregnacdo do material celular principalmente ne ge refere ao solvente utilizado para
preparacdo dos fluorocromos. Nestes casos, aaghlizde dimetilsulfoxido associado ao etanol
ressalta as propriedades fluorocromicas destesasiog

2-(2’-Hidroxi-5-acilamino-fenil)benzoxazolas e 6Hacilamino)cumarinas mostraram-se
como substratos fluorogénicos para deteccdo dedad® amidase em microrganismos
particularmente em fungos de interesse clinicanelst esta atividade relacionada com a natureza
do radical acila ligado ao grupo amina bem comatareza do heterociclo. Do ponto de vista
técnico, a presenca de grupos que aumentam a Igtddei destes substratos em agua, como
carboxilas no radical acila, pode facilitar a pregéao de solugbes aquosas para aplicacado sobre
culturas fungicas previamente cultivadas sobre &gartubos de ensaio, porém, alterando a

performance de diferentes linhagens fungicas sebtes substratos. Cumarinas 6-substituidas
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mostraram-se mais sollveis que 5’HBXs estandoiagejpas mais aptas para utilizacdo em fase
aguosa. HBXs devem ser melhor planejadas estroterséé para aumentar a sua solubilidade de
modo a melhorar a sua interagdo com enzimas liasrpdr células fangicas. O mais indicado

para as duas classes de derivados de amidas sdri@acao de bibliotecas de derivados com

diferentes posi¢cdes do grupo amida em torno doenuUbbse e diferentes radicais acila para
identificar amidases de amplo espectro com potepara utilizacdo em processos de biocatalise
na industria quimica e farmacéutica.

A 6-nitrocumarina mostrou ser um substrato fluonig® adequado para deteccdo de
atividade nitrorredutase em fungos em virtude da melativa solubilidade em &gua, facil
obtencédo e facilidade de visualizacdo pela intaagidda fluorescéncia, detectada por inspecao
visual em placas de CCD contendo silica gel G cfa®® estacionaria.

5'HBXs mostraram baixo risco de atividade mutag&nicnos ensaios
Salmonella/microssoma com linhagem TA100Sletyphimuriumou com a linhagem hapldide
XV-185-14c deS. cervisagsendo a presenca de hidroxila na posicédo 2’ deraio um fator
protetor para citotoxicidade e inducdo de mutagéo qubstituicdo de pares de base m
tiphimuriume S. cerevisaglocus his1?) e mutacédo por deslocamento do quadro de |lesarg.
cerevisaglocus hom3-1

A atividade antifungica de fendis 4-substituid@sjdos salicilicos 5-substituidos, 2-
fenilbenzoxazolas e cumarinas corfigpedrosoiATCC 46428 pode ser prevista em funcéo de
parametros fisico-quimicos moleculares calculadge programa Hyperchem, tabelados ou por
absorbancias em diferentes freqiéncias do IVMzatillo DRIFTS.

Parametros fisico-quimicos obtidos por Hyperchera paonjunto de compostos avaliados

mostraram correlacdo limitada com a atividade amgjica contrd. pedrosoiATCC 46428 com
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uma variavel para fenois ou &cidos salicilicos eauou duas variaveis para cumarinas.
AssociacOes entre as classes comprometeram a apalida correlacdo entre diametros de
colbnias e natureza de compostos antifungicos ano aoncentracdes diferentes. Independente
da variavel que apresentou maior correlacdo cortivelade antifingica avaliada dentro das
classes de compostos estudados em todas est&s @dsiicdo do crescimento das coldnias esta
relacionado com parametros descrevendo propriedadel® substituinte ou da molécula como
um todo. 2-Fenilbenzoxazolas apresentam baixa lagé® entre parametros fisico-quimicos e
didmetro de halos de colonia sendo necessario uor mamero de compostos para estabelecer
um modelo de correlagao.

Por outro lado, a utilizacdo de PLS permite aetagdo e a obtencdo de modelos lineares
de previsdo de atividade antifingica em funcdo dferemtes regibes do espectro de
infravermelho médio tanto para classes separadast@para classes associadas de compostos
mostrando o potencial deste método para avaliartivadade antifungica de compostos
estruturalmente relacionados. Por esta metodofogia-se concluir que determinadas regides do
IVM apresentam elevada correlacdo entre aspectogigsis e atividade antifungica, sendo as
regides de 600-900 c¢hm 1300-900 cni e 2000-1800 cih particularmente Uteis para este

proposito quando se utilizam compostos contendteas@romaticos ou heterociclos.
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APENDICE A: RELACAO ENTRE REGIOES DE ESPECTROS DE IV E

RESPECTIVOS MOVIMENTOS VIBRACIONAIS
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Tabela 3Q Relacéo entre regides do espectro de infravepnrsdlecionadas para modelagem via
PLS para fenois, éacidos salicilicos, 2-fenilbenza¥as e cumarinas e seus respectivos

movimentos vibracionais.

Regido do infravermelho (chlh  Movimentos moleculares associados

900-600 Deformacédo angular fora do plano de C-Binfdtico e vinila)
Deformagé&o angular C=C fora do plano de anel Ar
deformacao angular simétricos N-H fora do planoifanamida)
Deformagédo angular assimétrica no plano dg CH

Deformacgéo axial C-N (nitroaromatico)

800-700 Deformacgéo angular de C-H fora do plano
1100-900 Deformacgéo O-C-C de lactonas
1300-900 Deformagédo O-C-C de lactonas

Deformagé&o angular C-H no plano
Deformagéo axial C-O
Deformag8es C-C(=0)-O (ésteres e lactonas)
Deformacgéo axial de C-N (amina aromatica)
Deformagédo angular simétrica e assimétrica forpldino de CH
Deformacédo simétrica NO
1300-1100 Deformagéo angular C-H no plano
Deformagéo axial C-O
Deformag8es C-C(=0)-O (ésteres e lactonas)
Deformacgéo axial de C-N (amina aromatica)
Deformagdo angular simétrica e assimétrica forpldino de CH
Deformagéo simétrica NO
1260-1150 Deformacgéo axial C-O
Interacdo deformagédo axial C-O e deformacéo an@Hdr
Deformacgéo axial de C-N
1460-1330 Deformagéo axial C=C
Deformacéo axial de C-N (amida )
Deformagédo angular assimétrica £H
Deformagédo angular simétrica no plano,CH

Deformagéo simétrica NO

26¢€



1550-1400

1650-1550

1800-1650

2000-1650

2000-1800
3150-2850

3800-3150

Apéndice A

Deformacgéo axial C=C
Deformagédo simétrica no plano de N-H
Deformagédo assimétrica NO
Deformacgéo axial C=N
Deformagéo axial C=C
Deformagédo angular simétrica no plano de N-H (apad@ina)
Estiramento axial C=0 (banda de amida I)
Deformacgéo axial C=N
Deformagédo assimétrica NO
Harménicas e bandas de combinacao
Estiramento axial C=0
Deformagédo angular simétrica ¢H
Deformagéo axial C=N
Harmonicas e bandas de combinagéo
Estiramento axial C=0
Harmonicas e bandas de combinagao
Deformacéo axial C-H
Ligacao hidrogénio intramolecular
Deformagéo axial N-H livre
Deformacéo axial O-H
Ligacao hidrogénio intramolecular

Deformacgéo axial N-H
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Figura 75. Espectro de IV de 2-(2'-hidroxi-5’acetamidofeb#nzoxazola em KBr

(DRIFTS).
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Figura 76: Espectro de IV de 2-(2’-hidroxi-5’-succinamidoi@nenzoxazola em KBr

(DRIFTS).
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Figura 77: Espectro de IV de 6-acetamidocumarina em KBr ).
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Figura 78: Espectro de IV de 6-succinamidocumarina em KBRIETS).
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Figura 79: Espectro déH-RMN de 6-acetamidocumarina em DMS@-d
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Figura 80: Espectro déH-RMN de 6-succinamidocumarina em DMS@-d
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Figura 81: Espectro de'H-RMN de 2-(2’-hidroxi-5-acetamidofenil)benzoxazem

DMSO-as.

Figura 82: Espectro de'H-RMN de 2-(2-hidroxi-5'-succinamidofenil)benzoxaizem

DMSO-as.
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Figura 83 Espectro de APT de 2-(2’-hidroxi-5’-acetamidofgmenzoxazol em DMSO-

ds.
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Figura 84: Espectro de APT de 2-(2’-hidroxi-5’-succinamidafbenzoxazol em

DMSO-as.
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Figura 85: Espectro de APT de 6-acetamidocumarina em DM§&O-d
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Figura 86: Espectro de APT de 6-succinamidocumarina em DMSO-
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