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RESUMO 

 
A cumarina é um composto orgânico heterocíclico inserido na classe das benzopirona e de 

origem natural que se destaca por sua versatilidade e uma ampla gama de aplicações 

biológicas, entre eles, o uso de cumarinas como larvicidas apresenta-se como alternativa aos 

métodos convencionais de controle de mosquitos como o Aedes Aegypti. Além disso, diversos 

compostos de origem natural foram estudados como agentes antimicrobianos e antioxidantes 

naturais, entre eles as cumarinas. No presente trabalho, uma serie de derivados de cumarinas 

foram sintetizados e submetidos a avaliação quanto a sua atividade larvicida, antifúngica e 

antioxidante. Na avaliação larvicida, um estudo in sílico foi performado utilizando enzimas 

homólogas a AchE e GSTs. Os compostos A1 e A3 apresentaram os melhores valores de 

pontuação para as enzimas AChE e GST, respetivamente. Na aplicação in vivo, os bioensaios 

foram realizados sob uma abordagem qualitativa, empregando-se larvas do quarto instar. Os 

resultados da avaliação larvicida apontam que apenas o derivado C3 apresenta potencial 

como larvicida. Além disso, os derivados de cumarina sintetizados foram avaliados quanto à 

sua atividade fungicida, apenas o derivado A1 apresentou atividade fungiestática frente ao C. 

albicans. Quanto a sua atividade frente ao C. neoformans, os derivados A1 e A3 foram 

classificados como fungicida nas concentrações de 400 e 200 μg, o derivado C1 apresentou 

comportamento fungiestático na concentração de 400 μg. Por fim, os derivados de cumarinas 

foram avaliados quanto a sua atividade antioxidante, no ensaio DPPH apenas os derivados 

A3 e C3 apresentaram atividade, com IC50 (µM) de 171,76 ± 1,94 e 7,47 ± 0,22 

respectivamente. No ensaio SOD, o derivado C3 apresentou atividade similar a Quercetina, 

com IC50 (µM) de 55,26 ± 1,84. Para a análise de HOCl, o derivado A2 apresentou o melhor 

resultado, com IC50 (µM) de 35,34 ± 0,04. 

 
 
Palavras-chave: Cumarinas; Aedes aegypti; Larvicidas; Antioxidante e Fungicida. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ABSTRACT 
 

Coumarin is a heterocyclic organic compound belonging to the benzopyrone class and 

of natural origin that stands out for its versatility and a wide range of biological 

applications. Among them, the use of coumarins as larvicides presents itself as an 

alternative to conventional methods of controlling mosquitoes such as Aedes aegypti. 

In addition, several compounds of natural origin have been studied as natural 

antimicrobial and antioxidant agents, including coumarins. In the present work, a series 

of coumarin derivatives were synthesized and submitted to evaluation for their 

larvicidal, antifungal and antioxidant activity. In the larvicidal evaluation, an in silico 

study was performed using enzymes homologous to AChE and GSTs. Compounds A1 

and A3 presented the best score values for the enzymes AChE and GST, respectively. 

In the in vivo application, the bioassays were performed under a qualitative approach, 

using fourth instar larvae. The results of the larvicidal evaluation indicate that only 

derivative C3 has potential as a larvicidal. In addition, the synthesized coumarin 

derivatives were evaluated for their fungicidal activity, with only derivative A1 showing 

fungistatic activity against C. albicans. Regarding their activity against C. neoformans, 

derivatives A1 and A3 were classified as fungicidal at concentrations of 400 and 200 

μg, with derivative C1 showing fungistatic behavior at a concentration of 400 μg. Finally, 

the coumarin derivatives were evaluated for their antioxidant activity; in the DPPH 

assay, only derivatives A3 and C3 showed activity, with IC50 (μM) of 171.76 ± 1.94 and 

7.47 ± 0.22, respectively. In the SOD assay, derivative C3 showed activity similar to 

Quercetin, with IC50 (μM) of 55.26 ± 1.84. For the HOCl analysis, derivative A2 

presented the best result, with IC50 (µM) of 35.34 ± 0.04. 

 

Key words: Coumarins; Aedes aegypti; Larvicides; Antioxidant and Fungicide. 
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1.INTRODUÇÃO  
 

A cumarina, também conhecida como 2H-cromen-2-ona (Figura 1), 

representa um composto orgânico heterocíclico inserido na classe das benzopironas. 

Além disso, é considerada uma lactona de origem natural, caracterizada por sua 

fórmula molecular geral C9H6O2. Nessa estrutura, os átomos de hidrogênio adjacentes 

ao anel benzeno são substituídos por uma configuração semelhante à lactona, -

CH=CH-CO-O, formando a base estrutural das cumarinas. Esses compostos 

destacam-se por sua versatilidade, apresentando uma ampla gama de aplicações 

biológicas (VAITHIYALINGAM et al., 2022; MATOS et al. 2013; XIANG et al., 2024). 

Em virtude das suas características estruturais, os derivados incluem um anel 

benzeno adjacente a um anel α-pirona, com um sistema altamente conjugado π-π. 

Em virtude dessas características, os derivados cumarínicos emergem como uma 

classe significativa na química medicinal, além disso, na indústria de cosméticos, a 

cumarina é um ingrediente popular em algumas fragrâncias, graças ao seu odor 

herbáceo adocicado (UROOS et al., 2022; POOJA et al. 2022; DOCTOR et al., 2020). 

 

Figura 1 - Estrutura base das cumarinas. 

 

Fonte: autor, 2024. 

Esses compostos podem ter origem tanto natural quanto sintética, contando 

com cerca de 1.000 derivados isolados. Na natureza, são encontrados em plantas e 

microrganismos, como fava tonka, erva-doce americana, erva-doce, trevo doce, 

canela cássia, damascos, cerejas e morangos, bem como em chá verde.  

Graças à sua diversidade estrutural (Figura 2), os derivados de cumarinas 

permitem sua classificação em cumarinas simples ou cumarinas complexas, sendo 

esses condensados com outros heterociclos: furanocumarinas, piranocumarinas, 

biscumarinas, cumarinolignanas e triscoumarinas (MATOS, 2013). 
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Figura 2 - Tipos mais comuns de cumarinas relatados na literatura. 

 

Fonte: Autor, 2024. 

Somente, em 1868, Henry Perkin conduziu a primeira síntese desse 

composto, proporcionando a possibilidade de produção artificial dessas substâncias 

(MATOS et al., 2013; POOJA et al., 2022). No cenário atual, a síntese de compostos 

heterocíclicos com atividade biológica, tais como: antitumoral (TIAN et al., 2023), anti-

HIV (FOBOFOU et al., 2022), antioxidante (LI et al., 2023), antimicrobiana (JUCA et 

al., 2018), anti-câncer (BHAT et al., 2024), vem se tornando relevante para os 

químicos orgânicos (GU et al., 2022; MATOS et al. 2013; REHMAN et al., 2019). 

Em adicional, as cumarinas são empregadas como precursores em sínteses 

de compostos utilizados pela indústria farmacêutica, além de apresentarem 

características como: baixa toxicidade, excitação e emissão na região do visível 

(POOJA et al. 2022; PANDEY et al., 2020). 

Desta forma, este trabalho tem como objetivo avaliar algumas das propriedades 

biológicas das cumarinas, tais como sua atividade larvicida frente ao Aedes Aegypti, 

fungicida e antioxidante. 

2.CUMARINAS E SÍNTESE 

2.1 CUMARINAS 

 
As cumarinas são derivadas do ácido cinâmico, divergindo na ciclização da 

cadeia lateral do ácido o-cumárico. Geralmente, são biossintetizadas nas plantas 
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como mecanismo de defesa contra organismos invasores, como insetos. Apesar do 

esqueleto conservado das cumarinas, seus derivados podem exibir variações na 

estrutura, resultando em uma diversidade que confere inúmeras propriedades 

biológicas (FAGUNDES et al., 2010). 

Inicialmente, as cumarinas foram extraídas da fava tonca ou cumaru por A. 

Vogel 1822. O nome cumarina teve origem a partir da palavra 'coumarou', uma palavra 

de origem francesa para fava tonka. Até o presente momento, cerca de 1300 

diferentes tipos de derivados de cumarina já foram identificados, com origem 

majoritária como metabólitos de vegetais.  

Devido à sua estrutura versátil e simples, os químicos orgânicos têm 

sintetizados cumarinas por meio de diferentes metodologias. Entre as metodologias 

sintéticas, a condensação de Knoevenagel é uma das mais utilizadas na síntese 

dessa classe, por permitir a obtenção desses compostos em bons rendimentos. 

Embora muito similar à condensação aldólica, a condensação de Knoevenagel se 

difere dessa no que concerne à utilização de grupos metilenos ativos. Nesses grupos, 

os hidrogênios são relativamente mais ácidos, devido ao efeito mesomérico, 

aumentando a estabilidade da base conjugada (FALCÃO et al., 2021; POOJA et al., 

2022). 

A primeira proposta mecanística para essa reação (Esquema 1) foi feita por 

Knoevenagel 1896, onde a piperidina desprotona o grupo metileno ativo (etapa 1) e 

promove um ataque nucleofílico à carbonila do composto carbonílico (etapa 2), 

resultando na eliminação da água e gerando o íon imínio, que por sua vez sofre um 

ataque nucleofílico do carbânio levando à formação do aduto de Knoevenagel e 

seguinte restituição do catalisador utilizado (FALCÃO et al., 2021). 
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Esquema 1 - Representação da condensação de Knoevenagel. 

 

Fonte: Adaptado de FALCÃO et al, 2021. 

 

Usualmente, a síntese de cumarinas ocorre pela reação entre o salicilaldeído 

e um metileno ativo numa reação sequencial (Esquema 2), em que o aduto de 

Knoevenagel sofre uma transesterificação seguida da ciclização formando a cumarina 

(KUMAR et al., 2021). Essa metodologia é muitas vezes facilitada por catalisadores 

homogêneos, como piperidina, pirrolidina, piridina, entre outros. Entretanto, esses 

catalisadores não são recuperados após a conclusão da reação, resultando em uma 

considerável geração de resíduos (KOLMYKOV et al., 2016).  
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Esquema 2 - Formação do aduto de Knoevenagel. 

 

Fonte: Autor, 2024. 

 

Outros métodos clássicos da síntese de cumarinas, além da condensação de 

Knoevenagel, (Esquema 3) são as reações de Pechmann que utiliza fenóis e β-

cetoesteres, e a reação de Perkin, que consiste na utilização de 2-carboxifenóis e 

anidrido acético (CUNHA et al., 2015). 

 

Esquema 3 - Métodos sintéticos para formação de cumarinas. 

 

Fonte: Autor, 2024 



20 
 

2.2 Aedes Aegypti  
 

O Aedes aegypti desempenha um papel crucial na propagação de várias 

arboviroses, como Dengue, Chikungunya, Zika e febre amarela. Originário da África, 

o Aedes aegypti se dispersou pelo planeta no início do século XVII. Graças à sua 

notável capacidade de adaptação, o Aedes aegypti é hoje, um dos mosquitos com 

maior dispersão em áreas urbanas no mundo (GARCEZ et al., 2005; SILVA et al., 

2004).  Aliado a isso, a expansão populacional proporcionou condições favoráveis 

para a dispersão do Aedes aegypti, particularmente devido ao uso indiscriminado de 

materiais descartáveis. Como resultado, o número de criadouros potenciais para esse 

vetor aumentou significativamente. O controle do Aedes aegypti na fase larval é 

imprescindível para reduzir as infecções transmitidas por este vetor, por impactar à 

saúde de muitas pessoas, representando um ônus social e econômico (PORTO et al., 

2008; MENDES et al., 2023). 

Grande parte das patologias e mortes em todo o mundo ainda são decorrentes 

de doenças transmitidas por insetos. Estimasse que cerca de 700 milhões de pessoas 

sofrem de patologias relacionadas a mosquitos, que são vetores de doenças como 

Dengue, Zika Virus, Chikungunya e malária (VAITHIYALINGAM et al., 2022). A 

Dengue, uma das mais importantes doenças virais humanas disseminadas por 

vetores artrópodes do gênero Aedes, é uma patologia febril e sistêmica com cerca de 

100 milhões de infeções anuais. Até 2016, a dengue emergiu como uma das doenças 

negligenciadas mais prevalentes globalmente. Com um aumento de mais de 30 vezes 

nas últimas décadas, essa arbovirose tem se expandido geograficamente, sendo 

disseminada pelo seu vetor, o Aedes aegypti. O vírus da dengue está agora presente 

em diversas regiões, incluindo o Mediterrâneo, partes da Ásia, Pacífico Ocidental, 

África e Américas (GUZMAN et al., 2016; CHAVARRPIA et al., 2024).  

Existem duas formas da doença, clássica e hemorrágica, ambas relacionadas 

ao flavivírus. A forma hemorrágica dessa doença tem sido reportada desde o século 

XVIII. No Brasil, os primeiros relatos de surtos de dengue datam do século XIX. No 

entanto, a primeira epidemia registrada ocorreu na década de 1980 (GARCEZ et al., 

2013). Até o momento, são conhecidos quatro sorotipos virais da Dengue (DENV-1, 

DENV-2, DENV-3, DENV-4), compostos de RNA de cadeia simples com capacidade 

de codificação limitada (JAVIDFAR et al., 2020). A infecção por qualquer um dos 

sorotipos do DENV pode levar desde uma manifestação momentânea até uma 
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sequência da infecção e pode ser um fator determinante na gravidade dessa 

patologia. Os sintomas da infecção da dengue podem ser divididos em três fases: a 

fase aguda ou febril, a fase crítica onde ocorre vazamento de plasma e a fase de 

reabsorção (RODRIGUES et al., 2021). 

A transmissão do vírus da Dengue ocorre por meio de um ciclo endêmico-

epidêmico, envolvendo humanos e mosquitos. A infecção do mosquito (Figura 3), 

mais especificamente da fêmea, ocorre quando o mosquito realiza uma 'refeição' de 

sangue e é exposto ao DENV. Durante a incubação, o vírus afeta inicialmente as 

células do intestino médio e depois se dissemina para os tecidos do mosquito, 

infectando as glândulas salivares. Uma vez que essas glândulas salivares estão 

infectadas, o mosquito pode transmitir o vírus para outra pessoa durante sua 

alimentação sanguínea. Além disso, o mosquito uma vez infectado, pode transmitir o 

vírus durante todo o seu ciclo de vida e através dos seus ovos (GUZMAN et al., 2016). 

Figura 3 - Ciclo de infecção do mosquito Aedes aegypti. 
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Fonte: Adaptado de GUZMAN et al., 2016. 

 

O Brasil é um dos países com maior ocorrência epidêmica de Dengue e, 

atualmente, também registra um aumento nos casos de Chikungunya e Zika. (Gráfico 

1). Entre os macros fatores associados na transmissão da Dengue, destacam-se os 

fatos de risco socioambientais, que incluem a urbanização desorganizada, as 

variações climáticas, e a insuficiência na oferta de água potável em domicílios, além 

da coleta inadequada de lixo, que podem servir como criadouros. Entre os micros 

fatores, incluem-se os fatores do hospedeiro, do agente e dos vetores (CHAVARRÍA 

et al., 2024; Dias et al., 2024).  

 

Gráfico 1 - Atualização de casos de arboviroses no Brasil no período entre a semana epidemiológica 
1 a 28. 

 
Fonte: Adaptado de SINAN 2024. 

 

O Aedes aegypti tem uma associação estreita com seres humanos, 

especialmente as fêmeas, que possuem comportamento hematofílico. Seus ovos são 

depositados em recipientes com água, e o ciclo de vida, após a eclosão, dura 

aproximadamente duas semanas. As larvas do Aedes aegypti são altamente 

adaptáveis e com grande capacidade vetorial. O ciclo de vida do mosquito (Figura 4) 

consiste em quatro fases: 1 - ovo, 2- larva (as quais compreendem 4 estágios larvais), 

pupas e após 5 a 7 dias os mosquitos adultos emergem e podem viver até 35 dias 

(MARTINS et al., 2023; CAVALCANTE et al., 2023). 
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Figura 4 – Ciclo de vida do Aedes aegypti. 

 

Fonte: portal.fiocruz.br/pergunta/como-e-o-ciclo-de-vida-do-mosquito-aedes-aegypti. 

 

Portanto, nesse contexto, o combate a esse mosquito que representa um sério 

problema de saúde pública é contínua, e medidas de controle mais eficazes na 

tentativa de reduzir as infecções causadas pelo Aedes aegypti são mandatórias 

(RUNDITO et al., 2022; GUZMAN et al., 2016; GARCEZ., 2013).  

 

2.3 LARVICIDAS 
 

A erradicação do Aedes Aegypti é uma estratégia de controle para conter 

doenças como Dengue, Zika vírus e Chikungunya. Esse controle está diretamente 

ligado ao uso de larvicidas, por exemplo, o temefós o qual mostra alta eficácia na 

redução da população desse vetor. No entanto, é importante ressaltar que o uso 

excessivo do temefós levou ao desenvolvimento de resistência nas larvas (RUNDITO, 

2022; GUZMAN et al., 2016).  

Até o ano de 2005, a principal forma de controle desse vetor adotada pelos 

programas de saúde pública era o uso de inseticidas (Figura 5) como temefós, 

malation e fenitrotiona. No entanto, a resistência desse vetor aos inseticidas 

convencionais foi registrada no Brasil e em várias outras partes do mundo. (FURTADO 

et al., 2005). Outro fator importante está relacionado à permanência prolongada dos 
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inseticidas no meio ambiente, o que interfere nos ecossistemas. Isso torna necessária 

a pesquisa de novos inseticidas como alternativas mais sustentáveis (SILVA et al., 

2004). 

Figura 5 - Estrutura dos larvicidas temefós, malation e fenitrotiona. 

 

Fonte: Adaptado de FURTADO et al., 2005. 

 

Em regiões propícias à circulação epidêmica de arboviroses, como a Dengue, 

são necessárias medidas de prevenção e controle dessas arboviroses. Atualmente, 

as medidas de prevenção (Figura 6) como o controle mecânico, são estratégias 

fundamentais adotadas pela OMS, aliado ao controle biológico, utilizando-se de 

parasitas, patógenos e predadores naturais. Todavia, o controle químico ainda é 

considerado como a principal ferramenta utilizada no combate a este vetor, 

empregando pesticidas químicos como organofosforados, carbamatos e piretróides 

(ELIDIO et al., 2024). 
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Figura 6 - Métodos de controle do Aedes aegypti. 

 

 
Fonte: Autor, 2024. 

 
O organoclorado diclorodifeniltricloetano (Figura 7), conhecido como DDT, foi 

um dos primeiros pesticidas desenvolvidos.  Porém, o uso sem controle desse 

pesticida levou a um processo de bioacumulação, causando impacto negativo 

ambiental e na saúde humana, além de propiciar o surgimento de uma população de 

mosquitos resistentes, capazes de transferir essa resistência para os seus 

descendentes (MARTINS et al., 2023; GARCEZ et al., 2013). 

 

Figura 7 - Estrutura química do Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT). 

 

Fonte: Autor, 2024. 

 

Além disso, outro fator determinante para a resistência aos inseticidas é a 

possível evolutibilidade das enzimas, podendo ligar-se a diferentes substratos. Os 

compostos organofosforados e carbamatos têm como mecanismo de ação a inibição 

da enzima acetilcolinesterase, presente no sistema nervoso (PEREIRA et al., 2023). 
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Nos organofosforados, essa interação ocorre de forma irreversível no sítio ativo da 

enzima. A acetilcolinesterase (AChE) é responsável por hidrolisar (Figura 8) a 

acetilcolina, resultando na formação de ácido acético e colina. A acetilcolina, por sua 

vez, é um importante mediador químico que desempenha um papel crucial nas 

sinapses dos neurônios colinérgicos tanto no sistema nervoso central quanto no 

periférico. Com a inibição da acetilcolinesterase, ocorre um aumento nos níveis de 

acetilcolina nas sinapses, o que leva à paralisia e eventual morte do inseto (GARCEZ 

et al., 2013). 

 

Figura 8 - Reação de hidrólise da acetilcolina pela acetilcolinesterase. 

 

Fonte:  Adaptado de GARCEZ et al., 2013. 

 

Em adicional, a Glutationa S-transferase (GSTs) é uma das enzimas 

responsáveis por conferir resistência a organoclorados e a carbamatos em espécies 

como o Aedes aegypti. As GSTs apresentam um grande potencial de metabolização 

de vários compostos. Essas enzimas são associadas ao mecanismo de detoxificação 

de compostos endógenos e exógenos em organismo eucariotos. Além disso, a 

capacidade de metabolizar componentes tóxicos como drogas e inseticidas torna 

essas enzimas complexas (PEREIRA et al., 2023). 

 

2.4 CUMARINAS LARVICIDAS 
 

Com o aumento do interesse científico em compostos bioativos de fontes 

naturais, a descoberta de novos fármacos ganhou notável importância. Atualmente, 

várias pesquisas têm como objetivo identificar e isolar compostos de origem natural 

para o tratamento de diversas doenças (VAITHIYALINGAM et al.,2022). Diversos 

produtos naturais já foram testados frente às larvas do Aedes aegypti, incluindo ácidos 

fenólicos, espinosinas, cumarinas, monoterpenóides de óleos essenciais entre outros 

(GONÇALVES et al., 2023). Todavia, não há elementos suficientes de que essas 

substâncias possam ser utilizadas de modo eficiente quanto à sua atividade larvicida, 
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mas não sejam nocivas ao ecossistema (JAVIDFAR et al., 2020). 

Em adicional, GARCEZ e colaboradores (2013) descrevem uma série de 

atividades biológicas atribuídas às cumarinas, entre elas, a atividade larvicida. Em seu 

trabalho, GARCEZ e colaboradores (2013) atribuem à marmesina e à oxipeucedanina 

(Figura 9), cumarinas provenientes de algumas plantas, um valor de CL50 de 0,08 

ppm e CL100 de 25,00 ppm, respectivamente.  

 

Figura 9 - Estrutura química da Marmesina e Oxipeucedanina. 

 
 

Fonte: Autor, 2024. 

 

Segundo HUSSAIN e colaboradores (2018), os derivados (Figura 10) de 4-

alquil-5-7-dihidroxicumarina, mammea E/BA e mammea E/Bb, também apresentam 

atividade larvicida contra larvas de Aedes aegypti no quarto estágio, com um valor de 

CL50 de 5,9 ppm. 

 

Figura 10 - Estrutura química da mammea E/BA e mammea E/Bb. 
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Fonte: Adaptado de Hussain et al., 2018. 

 

Outras cumarinas isoladas do fruto de Cnidium monnieri (Figura 11) também 

mostraram atividade larvicida contra as larvas do Aedes aegypti. A 4-metil-cromen-2-

ona apresentou uma promissora atividade larvicida contra larvas do quarto estágio, 

com um valor de LC50 de 2,23 ppm. Além disso, o acetato de 3,6,8-tribromo-4-metil-

2'-oxo-2H-cromen-7-il demonstrou uma redução de até 85% na eclosão de ovos do 

mosquito, utilizando uma concentração de 100 ppm (KISHORE; et al., 2013). 

Figura 11- Estrutura da 4-metil-cromen-2-on e acetato de 3,6,8-tribromo-4-metil-2'-oxo-2H-cromen-7-

il respectivamente. 

 

 

Fonte: Adaptado de KISHORE et al., 2013. 

 

SHAO e colaboradores (2018) sintetizaram uma série de híbridos de carbazol 

cumarinas, e seus testes revelaram que o híbrido de cumarina-carbazol apresentou 

uma excelente atividade larvicida, com um valor de CL50 de 0,02 ppm (Figura 12). 
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Figura 12 - Derivados de cumarina-carbazol com atividade larvicida 

 
Fonte: Adaptado de Shao et al., 2018 

 

Nesse contexto, torna-se necessária a busca por novos compostos capazes 

de atuar como inseticidas de maneira eficaz e eficiente. Uma vez que os relatos na 

literatura fortalecem a utilização de cumarinas como larvicidas, o presente trabalho 

tem como objetivo a obtenção de novos derivados visando sua atividade larvicida.  

2.5 MODELOS IN SILICO 
 

Um dos principais objetivos em pesquisas relacionadas à química medicinal, 

é formação de um banco de dados com compostos e sua ação biológica específica 

detalhada. Nesse sentido, a crescente necessidade de processos com um mínimo de 

etapas sintéticas possíveis e de baixo custo torna-se um obstáculo para os químicos 

sintéticos (LOHNING et al., 2017). Neste contexto, a modelagem molecular é 

amplamente utilizada na tentativa de descobrir e desenvolver novos fármacos. Os 

estudos que buscam avaliar as propriedades farmacocinéticas de novos compostos 

bioativos originaram uma gama de novos fármacos, reforçando a importância dos 

estudos in silico (RODRIGUES et al., 2021). 

 Os modelos in sílico são métodos computacionais e matemáticos que 

buscam otimizar estruturas com maior potência de desenvolvimento. Durante a fase 

de otimização da estrutura do protótipo, é possível compreender e identificar os 

diferentes níveis de contribuição. Além disso, pode-se antecipar o reconhecimento 

molecular pelo alvo selecionado, com o objetivo de melhorar a eficácia e seletividade, 

reduzir a toxicidade e estabelecer uma relação estrutura-atividade (LIMA et al., 2007).  

Esses modelos permitem avaliar propriedades físico-químicas consideráveis 

para a ação farmacológica. A regra de Lipinski surgiu por volta de 1997 com objetivo 

de traçar um padrão físico-químico de substâncias através de seus descritores. 

Embora a regra de Lipinski seja conhecida como a regra dos 5, ela não se refere à 

avaliação de cinco descritores, mas sim a valores de referência que são múltiplos de 
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5. Entre as propriedades físico-químicas que podem interferir no perfil farmacocinético 

de uma molécula, incluem-se: peso molecular (MW), número de anéis (nRig), carga 

formal (fChar), número de heteroátomos (nHet), número de átomos no maior anel 

(MaxRing), número de anéis (nRing), número de ligações rotacionáveis (nRot), área 

de superfície polar topológica (TPSA), número de doadores e aceptores de ligação de 

hidrogênio (nHD e nHA), coeficiente de lipossolubilidade (LogP), LogP em pH 

fisiológico 7.4 (LogD), e Log da solubilidade aquosa (LogS) (OLIVEIRA et al., 2022; 

RODRIGUES et al., 2021). 

Desta forma, o reconhecimento de alvos em sistemas biológicos é de 

fundamental importância, pois ele é responsável pelo entendimento de diversas 

propriedades. Representações mais realistas de sistemas biológicos, bem como a 

capacidade de prever com acurácia as interações entre um alvo biológico e um ligante 

tornam as técnicas de modelagem mais atrativas para os pesquisadores. Todavia, se 

faz necessário integrar os estudos in sílico e in vivo para obter resultados mais 

promissores.  

Até meados dos anos 60, os primeiros estudos relacionando estrutura e 

atividade foram publicados, sendo essas análises realizadas utilizando equações 

deduzidas manualmente. Atualmente, as técnicas de modelagem molecular são 

classificadas em dois grupos: modelos baseados na física quântica e modelos que 

não se baseiam nela. Entre os modelos baseados na física quântica, temos os 

métodos ab initio, que se fundamentam unicamente nas aproximações da equação de 

Schrödinger, considerando apenas o sistema eletrônico e desconsiderando dados 

experimentais. Além disso, temos os métodos semi-empíricos, que, além das 

aproximações da equação de Schrödinger, também incorporam parâmetros 

experimentais (ALVES et al., 2017; LOHNING et al., 2017).  

Recentemente, os softwares dedicados a avaliar características 

farmacocinéticas in silico ganharam notoriedade. Esses softwares se baseiam em 

modelos matemáticos complexos e permitem avaliar a cinética além de predizer 

características não desejadas em um composto candidato a fármaco. Essas 

características fazem que a utilização dos modelos in silicos seja uma importante 

ferramenta no planejamento racional de compostos bioativos, graças a capacidade do 

processamento de dados em quantidade além de reduzir custos e tempo de pesquisa. 

(SILVA et al., 2020; LOHNING et al., 2017). 

De modo geral, o entendimento dos parâmetros farmacocinéticos e 
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toxicológicos de um composto em estudo se mostra essencial no processo de 

desenvolvimento de fármacos. Em seu trabalho, KECEL-GUNDUZ e colaboradores 

(2023) projetaram um híbrido de cumarina (Figura 13) com piperidina como 

substituinte, no qual foram calculados parâmetros de lipofilicidade. A lipofilicidade está 

diretamente relacionada à permeabilidade gastrointestinal, à passagem pela barreira 

hematoencefálica e à ligação com proteínas plasmáticas. 

 

Figura 13 - Derivado de cumarina projetado com parâmetros in silico. 

 

Fonte: Adaptado de KECEL-GUNDUZ et al., 2023. 

 

 

2.6 ANTIOXIDANTES 
 

A oxidação em sistemas biológicos é decorrente de um desequilíbrio entre 

oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a uma interrupção da 

sinalização redox e controle e/ou dano molecular (SIES et al., 2017). Estas espécies 

altamente reativas, quando em desequilíbrio, são responsáveis por efeitos destrutivos 

em estruturas como proteínas, DNA e lipídios, gerando dano celular. As células 

danificadas podem resultar em um desequilíbrio entre moléculas oxidantes e 

antioxidantes, denominado estresse oxidativo, resultando na indução de danos 

celulares potencialmente levando à morte celular (BULBOLS et al., 2013; SOARES et 

al., 2002; BIANCHI et al., 1999).  

Além disso, o estresse oxidativo ocasionado pela geração de radicais é um 

dos principais fatores relacionados ao aparecimento de doenças crônicas humanas 

(WITAICENIS et al., 2014). Dessa forma, as substâncias antioxidantes desempenham 

um papel fundamental como fator de proteção à saúde (AL-MAJEDY et al., 2016). 

Substâncias antioxidantes podem ser definidas como qualquer substância 

que, em baixas concentrações, é capaz de reduzir ou até mesmo inibir a oxidação de 

um substrato de maneira eficaz, neutralizando os efeitos nocivos dessas espécies 



32 
 

reativas. Dessa forma, elas previnem doenças crônicas relacionadas ao estresse 

oxidativo (FYLAKTAKIDOU et al., 2004; WITAICENIS et al., 2014). Relatos em 

literatura (KOSTOVA et al., 2011; BULBOLS et al., 2013) descrevem o uso de 

cumarinas na redução da formação de espécies reativas de oxigênio (ROS).  

 

2.7 FUNGICIDA 
 

O aumento na incidência de infecções causadas por fungos demonstra a 

importância desse tópico para a saúde global, uma vez que diversas espécies estão 

associadas a inúmeras doenças. Essas infecções fúngicas representam a invasão de 

tecidos, afetando órgãos e podendo até mesmo se espalhar pelo sangue (NOGUEIRA 

et al., 2023). O C. albicans é uma espécie de fungo que é capaz de colonizar 

superfícies da mucosa oral e se tornar um patógeno, ocasionando infecções graves, 

como a candidíase oral (PHUMAT et al., 2020). 

Dados recentes do Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC) 

demonstram um aumento no número de casos relacionados à resistência a 

medicamentos antifúngicos. Diante desse, torna-se necessário descobrir e 

desenvolver novos medicamentos antifúngicos (ATRIWAL et al., 2021) 

Diversos compostos de origem natural foram estudados quanto à sua 

atividade como agentes antimicrobianos e antioxidantes naturais, entre eles as 

cumarinas (RADITHIA et al., 2023). Desde 1962, estudos demonstram a utilização de 

cumarinas e seus derivados como fungicidas de origem natural. Dentre esses 

compostos, a escopoletina, que apresentou capacidade de inibir o crescimento do 

Fusarium solani (JURD et al., 1971). 

 NESHAT e colaboradores (2024) relatam o uso de derivados de cumarina 

contendo histidina em sua estrutura (Figura 14) em um ensaio antimicrobiano frente 

ao C. neoformans e C. albicans. Esses derivados exibiram atividade de boa a 

moderada, com o melhor derivado apresentando IC50 de 0,27 µg/mL contra C. 

neoformans e 1,1 µg/mL contra C. albicans. 
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Figura 14 - Derivados de cumarina-histidina fungicidas. 

 

 

Fonte: Adaptado de Neshat et al., 2024. 

 

PRABHALA e colaboradores (2022) consideram o esqueleto cumarínico um 

importante farmacóforo e relatam uma série de derivados (Tabela 1) de cumarina com 

atividade antimicrobiana. 

 

Tabela 1 – Derivados de cumarina com atividade antimicrobiana. 

 

Fonte: Adaptado de Prabhala et al. (2022). 

 

Em um estudo realizado por Nogueira e colaboradores (2023), o derivado 7-

(pentiloxi)-2H-cromen-2-ona (Figura 15) apresentou grande estabilidade in silico com 

a 14-α-desmetilase. Além disso, demonstrou atividade fungicida contra cepas de 

espécies de Candida, avaliadas por meio de um mecanismo de ação na membrana 

plasmática envolvendo ergosterol, que impediu o crescimento fúngico por pelo menos 

24 horas. 



34 
 

Figura 15 – Estrutura da 7-(pentiloxi)-2H-cromen-2-ona 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. GERAL 

Planejar e sintetizar uma série de derivados de cumarínicos, seguido da avaliação do 

potencial antioxidante, larvicida e antifúngico. 

 

3.2. ESPECÍFICO 

 

I. Elaborar o estudo in sílico das cumarinas; 

II. Sintetizar uma série de cumarinas pela reação de Knoevenagel; 

III. Avaliar a atividade larvicida frente às larvas do 4° estágio; 

IV. Avaliar a atividade antioxidante e antifúngica dos derivados sintetizados. 
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4. EXPERIMENTAL 
 

O trabalho se desenvolveu no Laboratório de Química Orgânica Aplicada a 

Materiais e Compostos Bioativos (LMC) IQB/UFAL, Laboratório de Eletroquímica e 

Estresse Oxidativo (LEEO) IQB/UFAL, Laboratório de Diversidade e Biotecnologia 

Microbiana – ICBS/UFAL. Na sua execução utilizou-se reagentes, solventes, 

equipamentos e técnicas espectroscópicas para a síntese e caracterização dos 

derivados de cumarinas. Todos são descritos a seguir, assim, como a síntese e 

avaliação da atividade biológica. 

4.1. REAGENTES, SOLVENTES E CONDIÇÕES 
 

4.2. ESTUDOS IN SILICO 
 

As propriedades físico-químicas das moléculas foram obtidas utilizando a 

ferramenta online SWISS ADME. Onde foi possível determinar massa molecular 

(MW); coeficiente de partição (CLogP); número de aceitadores de ligação de 

hidrogênio (ALH) e doadores (DLH); número de ligações rotativas (LRo); número de 

ligações aromáticas (LAr). Tais propriedades estão intimamente relacionadas à 

hidrofilicidade, à lipofilicidade, à solubilidade, à permeabilidade e à flexibilidade, bem 

como à fotoestabilidade 

As estruturas foram desenhadas utilizando o software MarvinSketch@ em 

seguida tiveram sua geometria otimizadas por meio do software Spartan utilizando o 

modelo semi-empírico AM1 e salvas no formato. mol2. 

As análises de docking molecular foram preformadas utilizando-se o software 

GOLD disponibilizado pela CAPES. As proteínas foram tratadas com a adição dos 

hidrogênios polares e posterior remoção de moléculas de água. Em seguida, foi 

utilizada a função de pontuação ChemPLP em um raio de busca de 6 Å. 

4.3. MÉTODOS ESPECTROSCÓPICOS 
 

Os espectros de Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN 1H) e 

Carbono (RMN 13C) utilizando a técnica DEPT 135 foram realizadas pelo Núcleo de 

Análises e Pesquisa em Ressonância Magnética Nuclear (NAPRMN) em um 

equipamento Bruker com frequência de 600 e 400 MHz. Utilizou-se na preparação das 

amostras clorofórmio delterado (CDCl3) e DMSO deuterado, adquirido 
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comercialmente pela Cambridge Isotope Laboratories. As multiplicidades dos sinais 

dos hidrogênios nos espectros de RMN de 1H foram indicadas segundo a convenção: 

singleto (s), singleto alargado, dubleto (d), duplo dubleto (dd), tripleto (t), quarteto (q) 

e multipleto (m). Os espectros de Infravermelho (IV) foram obtidos em um aparelho 

Shimadzu IR PRESTINGE. 

 

4.4. SÍNTESES 
 

Síntese dos 3-carboxilato (A1, A2, A3). 

Em um balão de fundo redondo de 5 mL, foram adicionados (Esquema 4) 200 

mg (1,44 mmol) de 2,4 -dihidroxibenzaldeído, 4 mL de etanol absoluto. Em seguida, 

foram adicionados 217 uL (1,42 mmol) de malonato de dietila e 13 uL (0,13 mmol) de 

piperidina. Após a adição dos reagentes, a mistura reacional foi agitada a 90º C e 

deixada em refluxo overnight. O decorrer da reação foi acompanhado por CCD 

(Hex:OAc 8:2), após o consumo dos reagentes, o balão foi resfriado à temperatura 

ambiente e o precipitado formado foi lavado com acetato de etila. O sólido obtido foi 

purificado por recristalização em acetato de etila a quente, sendo obtido um sólido de 

coloração marron em 74% de rendimento.  

 

Esquema 4 - Síntese dos 3-carboxilatos (A1, A2, A3). 

 

Fonte: Autor, 2024. 

 

7-hidroxi-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilato de etila (A2). 

Solido marrom, 1H NMR (DMSO-d6) δ11,11 (s, 1H), 8.68 (s, 1H), 7,76 (d, J = 

8,6 Hz, 1H), 6,85 (dd, J = 8,6; 2,2 Hz, 1H), 6,74 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 4,26 (q, J = 7,1 
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Hz, 2H), 1,30 (t, J = 7,1 Hz, 3H). 13C NMR (DMSO) δ 164,5, 163,4 157,6 156,9 149,93 

132,6 114,46 112,5 110,9 102,3 61,3 14,6. 

 

7,8-di-hidroxi-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilato de etila (A3). 

 

Solido laranja, 1H NMR (CDCl3) δ 1,30 (t, J = 7,1 Hz, 3H), 4,26 (q, J = 7,1 Hz, 

2H), 6,87 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 8,63 (s, 1H); 13C NMR (CDCl3) 

δ 14,3 61,0 111,4 112,1 113,5 121,8 132,0 145,1 150,2 152,8 156,6 163,2. 

 

2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilato de etila (A1) 

1H NMR (CDCl3): δ 1,42 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CH3), 4,4 (q, 2H, J = 7,2 Hz, OCH2), 

7,32-7,36 (m, 2H), 7,61- 7,69 (m, 2H), 8.51 (s, 1H). 13C NMR (CDCl3): δ 14,08 61,82 

116,56 117,70 118,06 124,72 129,40 134,23 148,49 154,97 156,60 162,86 ppm.  

 

Síntese dos 3-acetil (B1, B2, B3).  

 

3-acetil-2H-cromen-2-ona (B1) 

Em um balão de fundo redondo de 5 mL foram adicionados (Esquema 5) 149 

μL (1,4 mmol) 2-hidroxibenzaldeído, 4 mL de etanol absoluto. Em seguida, foram 

adicionados 200 uL (1,39 mmol) de acetoacetato de Etila e 13 uL (0,13 mmol) de 

piperidina. Após a adição dos reagentes, a mistura reacional foi agitada a 90º C e 

deixada em refluxo overnight. O decorrer da reação foi acompanhado por CCD 

(Hex:OAc 8:2), após o consumo dos reagentes, o balão foi resfriado à temperatura 

ambiente e o precipitado formado foi lavado com acetato de etila. Os sólidos obtidos 

foram purificados por recristalização em acetato de etila a quente, sendo obtido um 

sólido de coloração branca em 40% de rendimento. 1H NMR (DMSO-d6): δ 2,51 (s, 

3H, CH3), 7,32– 7,95 (m, 4H), 8.65(s,1H). 
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Esquema 5 - Síntese dos 3-acetil (B1, B2, B3). 

 

Fonte: Autor, 2024. 

 

3-acetil-7-hidroxi-2H-cromen-2-ona (B2)  

Sólido amarelo, 1H NMR δ ( DMSO-d6): 11,14 (s, 1H), 8,59 (s, 1H), 7,78 (d, 

1H, J = 8,85 Hz), 6,84 (d, 1H, J = 8,87 Hz), 6,75 (s,1H, H9), 2,55 (s, 3H); 13C-NMR δ 

(ppm, DMSO-d6), 195,15 (C=O), 164,60 (C2), 159,52 (C10), 157,60 (C8), 148,18 (C4), 

133,31 (C3), 119,62 (C6), 114,66 (C7), 111,15(C5), 102,36 (C9), 30,35 (CH3). 

 

3-acetil-7,8-di-hidroxi-2H-cromen-2-ona (B3) 

 
1H NMR (DMSO) δ 10,71 (s, 1H), 9,60 (s, 1H), 8,55 (s, 1H), 7,31 (d, J= 8,5 Hz, 

1H), 6,88 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 2,57 ppm (s, 3H); 13C NMR (DMSO) δ 195,26 159,50 

153,14 148,95 145,41 132,27, 122,75 119,46 113,92 112,02 30,58 ppm. 

 

Síntese dos 3-carboxilato (C1, C2, C3). 

 

Ácido 7,8-di-hidroxi-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxílico (C3) 

Em um balão de fundo redondo de 5 mL foram adicionados (Esquema 6) 80 

mg (0,5 mmol) de 2,3,4-trihidroxibenzaldeído, 5 mL de água destilada. Em seguida, 

foram adicionados 100 mg (0,7 mmol) de ácido de meldrum. Após a adição dos 

reagentes, a mistura reacional foi agitada à temperatura ambiente e deixada overnight. 

O decorrer da reação foi acompanhado por TLC (Hex:OAc 8:2), após o consumo dos 

reagentes, o precipitado formado foi lavado com água destilada gelada. Os sólidos 

obtidos foram secos em estufa a 60º C, sendo obtido um sólido de coloração 
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alaranjada em 34% de rendimento. 1H NMR (DMSO) δ 8,42 (s, 1H) 7,17 (d, J=8,6 Hz, 

1H) 6.79 (d, J=8,5 Hz, 1H); 13C NMR (DMSO) δ 166,11 159,87 155,84 147,92 144,41 

132,74 122,04 114,65 112,72 111,29. 

 

Esquema 6 - Síntese dos 3-ácidocarboxílico (C1, C2, C3). 

 

Fonte: Autor, 2024. 

 

Ácido 7-hidroxi-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxílico (C2) 

1H NMR (DMSO-d6) δ 12,89 (s, 1H), 11,07 (s, 1H), 8.68 (s, 1H), 7,75 (d, J = 

8,6 Hz, 1H), 6,84 (dd, J = 8,6, 2,2 Hz, 1H), 6,74 (d, J = 2,2 Hz, 1H). 13C NMR (DMSO) 

δ 164,7 164,4 158,00 157,5 149,9 132,5 114,5 113,0 111,1 102,3. 

 

Ácido 2-oxo-2H-cromeno-3-carboxílico (C1) 

Sólido branco RMN1H (DMSO-d6): δ 7,28-7,33 (2H, m); 7,52-5,56 (1H, m); 

7,71 (1H, dd, J 1,0 Hz J 7,5 Hz); 8,01 (1H, s). RMN13C (DMSO-d6): δ 116,1 (CH); 

119,7 (C); 124,5 (CH); 128,9 (CH); 129,6 (CH2); 131,6 (CH); 139,8 (CH); 153,7 (C); 

158,8 (C); 166,0 (C). 
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4.5. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE LARVICIDA 
 

Os vetores foram mantidos à temperatura de 27 ± 2 ºC e 80 ± 4% de umidade, 

em água isenta de cloro, por um fotoperíodo de 12h. As larvas foram alimentadas com 

ração Friskies® durante todo o seu desenvolvimento 

Os bioensaios foram realizados sob uma abordagem qualitativa e em triplicata 

(Esquema 7). Para os testes qualitativos foram aplicadas as concentrações de 100 

μg/mL, 50 μg/mL e 5 μg/mL, empregando-se larvas do quarto estágio (L4). Para tanto, 

a solução estoque foram preparadas diluindo-se as amostras em 100 µL de Tween 

80, seguida da adição de água destilada até completar um volume de 100 mL. 

Posteriormente, alíquotas de 20 mL da solução teste foram transferidas para 

recipientes descartáveis de 50 mL, por último 20 larvas foram adicionadas. 
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Esquema 7 - metodologia aplicada nos bioensaios. 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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4.6. ANTIOXIDANTE 
 

MÉTODO: DPPH• 

 

A determinação da capacidade antioxidante dos compostos derivados de 

cumarinas foi realizada de acordo com SÁNCHEZ-MORENO e colaboradores (1999), 

com algumas modificações. A solução etanólica dos compostos foram preparadas na 

concentração de 1000 µM. No preparo das misturas reacionais foram utilizados 30 µL 

da solução da amostra e 270 µL da solução metanólica de DPPH● a 40 µg mL-1. A 

avaliação da capacidade antioxidante foi determinada monitorando-se a redução do 

radical DPPH● (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) a DPPH-H (difenil-picril-hidrazina), através 

da medida do decréscimo da absorvência a 516 nm, em espectrofotômetro. A 

percentagem da atividade sequestradora de radicais (ASR) de cada extrato foi 

calculada através da Eq. 1, no tempo reacional de 30 minutos.  

 

%ASR = [
(Abscontrole - Absamostra)

Absconttrole
]×100                               (Eq. 1) 

 

Onde, Abscontrole é a absorvência inicial da solução metanólica de DPPH● e 

Absamostra é a absorvência da mistura reacional (DPPH● + amostra). As reações foram 

realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como % ASR média ± desvio 

padrão. A concentração inibitória IC50 (definida como concentração da amostra 

necessária para reduzir em 50% a concentração inicial de DPPH●), avaliada para os 

compostos, foram obtidas graficamente através da curva analítica na faixa (12 – 102 

µM), da concentração versus o percentual de inibição correspondente. A curva foi 

construída a partir do programa Origin 8.0 e o ensaio foi realizado em triplicata. 

 

MÉTODO: FRAP 

 

A determinação da capacidade antioxidante por redução do ferro (III) foi 

realizada de acordo com o procedimento descrito por BENZIE e colaboradores (1996), 

com algumas modificações. Uma alíquota de 90 µL da solução dos compostos (150 

μM) foi transferida para tubos de ensaio, junto com 270 µL de água deionizada e 2,7 

mL do reagente FRAP, que foi preparado no momento da análise, por meio da mistura 

de 25 mL de tampão acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 mL de solução TPTZ (10 mM em 
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HCl 40 mM) e 2,5 mL da solução de FeCl3.6H2O (20 mM). Em seguida, os tubos com 

tampas foram mantidos em banho-maria a 37 °C durante 30 minutos. As medidas de 

absorvência foram realizadas em espectrofotômetro a 595 nm. O reagente FRAP foi 

utilizado como branco. Utilizou-se o padrão Trolox para a construção da curva de 

analítica (0,15 – 30,15 μM) e os resultados foram expressos em mM de equivalentes 

trolox (ET) / mol de cada composto. 

 

ENSAIO: SOD 

 

O potencial do extrato etanólico e do composto puro em sequestrar O2
•- foi 

determinada a partir do método descrito por Lucas e colaboradores (2021), com 

algumas modificações. Este método baseia-se na redução da sonda NBT a formazan 

(roxo) pelos O2
•-, os quais são gerados a partir da oxidação de NADH em um sistema 

não enzimático, NADH/PMS. Assim, numa placa de 96 poços foram adicionadas as 

seguintes soluções nas concentrações finais indicadas: 50 μL de A1, A2, A3, C1, C2 e 

C3 ( μM), 50 μL de NADH (166 μM), 150 μL de NBT (43,3 μM) e 50 μL de PMS (2,7 

μM). NADH, NBT e PMS foram dissolvidos em tampão fosfato (19 mM, pH 7,4). 

Paralelamente, conduziu-se um controle negativo, substituindo o extrato por etanol; 

um controle positivo substituindo o extrato por quercetina; e um branco, substituindo 

extrato por etanol e PMS por tampão. Os resultados foram obtidos pela leitura de 2 

min de incubação, a 37 ºC e a 560 nm. Cada estudo corresponde a quatro 

experimentos realizados em triplicata. Os resultados foram expressos como a inibição 

(em porcentagem) da redução do NBT a formazan induzida pelo superóxido. 

 

ENSAIO: HOCl 

 

A determinação da capacidade antioxidante dos compostos foi determinada 

de acordo com Lucas e colaboradores (2021). Inicialmente, as soluções etanólicas da 

amostra e do controle positivo (quercetina) foram preparados na faixa de 

concentração de 1,6 – 50 μM e 6,25 – 200 μM, respectivamente. No preparo da 

mistura reacional foram colocadas alíquotas na microplaca, em triplicata, de 50 μL da 

solução dos compostos, 50 μL da solução de DHR (dihidrorodamina), 150 μL da 

solução tampão e 50 μL da solução de HOCl (ácido hipocloroso).  A concentração de 

HOCl foi determinada espectrofotometricamente a 235 nm. As soluções de DHR (5 
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μM) e HOCl (5 μM) foram preparadas utilizando o tampão fosfato de sódio (100 mM, 

pH 7,4), preparado previamente, e armazenadas em gelo e na ausência de luz, devido 

à rápida oxidação desses compostos. Para o branco, utilizou-se a reação na ausência 

de HOCl e da amostra, para o controle negativo foi usada a mistura reacional sem a 

presença da amostra. A capacidade de captação do ácido hipocloroso foi determinada 

por espectrofluorimetria, usando leitor de microplacas, com excitação em 505 nm e 

emissão em 530 nm, em temperatura de 37 ºC. Os resultados foram expressos como 

a percentagem de inibição da oxidação da DHR, induzida pelo HOCl. 

 

4.7. ANÁLISE DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DOS DERIVADOS DE CUMARINA. 
 

A atividade antifúngica contra as leveduras patogênicas Candida albicans 

ATCC® 90028 e Cryptococcus neoformans var. grubii ATCC® 208821foi avaliada por 

meio do método de microdiluição em caldo, seguindo o protocolo de referência M27 

4ª ed. (CLSI, 2017). Os inóculos das leveduras foram preparados a partir de um pré-

cultivo em meio YEPD (0,5% de extrato de levedura, 1% de peptona, 2% de dextrose 

e 2% de ágar), seguido de incubação a 28 ºC por 24 ~ 48h. A densidade celular foi 

ajustada em solução salina para uma escala de McFarland de 0,5 com um 

espectrômetro UV/Vis 1600 (Pro-Tools) com valores de absorbância variando de 0,11-

0,15 a 530 nm. Posteriormente, os inóculos foram diluídos a 1:50, seguido de uma 

segunda diluição 1:20 em meio RPMI 1640 para obter uma concentração celular final 

entre 5,0 × 102 a 2,5 × 103 cfu/mL. 

Diluições seriadas foram preparadas em microplacas de 96 poços, contendo 

96 μL de meio RPMI 1640 (HiMedia™) em cada poço, 4 μL da amostra a ser testada 

diluída em DMSO para uma concentração final de 2%, e 100 μL do inóculo da levedura 

a ser testada e preparado conforme parágrafo anterior. Sendo assim, no primeiro poço 

o volume inicial continha 200 μL. A primeira concentração avaliada foi de 400 μg/mL. 

Posteriormente, uma alíquota de 100 μL do primeiro poço foi transferida e realizada a 

diluições seriadas até o poço 10, em concentrações finais entre 400 e 0,781 μg/mL 

(100 μL). As faixas de concentração de antifúngicos controles testados foram 64–0,03 

μg/mL (anfotericina B) e 64–0,125 μg/mL (fluconazol). No poço 11 foi usado como 

controle positivo (100 μL) do inóculo contendo só o microrganismo e o 12 como 

controle negativo contendo unicamente meio estéril. Após, as placas foram incubadas 
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a 35 ºC por 24 – 48 h. Passado o período de incubação, foi avaliado o crescimento 

por meio de turbidez, e a concentração mínima sem crescimento visível foi tomada 

como concentração inibitória mínima. Para cada concentração e cada microrganismo 

testado o ensaio foi realizado em triplicata. Esse estudo foi realizado pelo Laboratório 

de Diversidade e Biotecnologia Microbiana – ICBS/UFAL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 ESTUDOS IN SILICO 

 

As propriedades farmacocinéticas foram calculadas e estão apresentadas na 

tabela 2. É possível observar que todos os compostos candidatos atendem a todos 

os parâmetros propostos, sem apresentar violações aos valores de referência.  

A regra de 5 é uma ferramenta utilizada em estudos dessa natureza para 

prever a biodisponibilidade de potenciais moléculas com propriedades 

farmacoterapêuticas. Segundo essa regra, um candidato será considerado adequado 

se: 1) o peso molecular for inferior a 500 u.m.a, 2) o coeficiente de partição octanol / 

água calculado (LogP) for menor que 5,3) houver menos de 5 doadores de ligação de 

hidrogênio (grupos OH e NH, por exemplo) e, 4) existir menos de dez aceptores de 

ligação de hidrogênio (notavelmente N e O) (Lipinski et al., 1997). 

Ao avaliar os derivados éster, observou-se que não há diferença 

consideravelmente significativa no valor da massa molecular entre os compostos 

(Max. 250,20 ~ Min. 218.21), indicando que ambos os derivados podem ter 

biodisponibilidade semelhante, e serem absorvidos de forma eficaz. 

 

Tabela 2 -Propriedades farmacocinéticas calculadas. 

Composto MW  HBD HBA NRB TPSA MLOGP 

 

 

Cod: A1 

218,21 0 4 3 56,51 1,80 

 

 

Cod: A2 

234.20 1 5 3 76.74 1.23 

 

 

Cod: A3 

250.20 2 6 3 96.97 0.69 
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Fonte: Autor, 2024. 

 

Entretanto, quando se comparou os valores apresentados para Tpsa nos 

derivados ésteres, é notável o aumento proporcional desse valor com a adição de 

grupos OH ao anel. Esse fato se mostra importante, uma vez que estudos 

demonstraram (OLIVEIRA et al., 2022) que o tPSA está correlacionado com o padrão 

de ligação de hidrogênio da molécula na fase aquosa, fato corroborado pelo aumento 

no número de aceptores de ligações de H e número de doadores de ligações de H, 

onde o composto A3 apresenta maior quantidade. Além disso, se faz necessário 

ressaltar que valores elevados de Tpsa indicam uma possível dificuldade na 

permeabilidade de composto, uma vez que compostos com alto valor de Tpsa podem 

complexar com moléculas de água, de forma que resulte em um aumento no volume 

molecular. 

De forma análoga, quando se avaliou os valores obtidos para os derivados da serie 

B e serie C (Tabela 3), observou-se o mesmo padrão apresentado anteriormente, conforme 

ocorre a adição de grupos OH ao anel, maior o valor de TPSA observado, além do maior 

número de doadores e aceptores de ligação de H. 

Tabela 3 - Propriedades farmacocinéticas calculadas. 

Composto MW  HBD HBA NRB TPSA MLOGP 

 

 

Cod: B1 

190.15 1 4 1 67.51 1.22 

 

 

Cod: B2 

206.15 2 5 1 87.74 0.66 

 

 

Cod: B3 

222.15 3 6 1 107.97 0.12 
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Cod: C1 

188.18 0 3 1 47.28 1.29 

 

Cod: C2 

204.18 1 4 1 67.51 0.70 

 

 

Cod: C3 

220.18 2 5 1 87.74 0.14 

Fonte: Autor, 2024. 

 

Na busca por novas moléculas larvicidas, destaca-se a simulação de docking 

molecular como uma ferramenta chave no planejamento de compostos bioativos. O 

docking molecular, uma técnica comum na mecânica molecular, representa uma 

estratégia eficaz que permite a avaliação virtual de interações moleculares, 

acelerando a identificação de candidatos antes de experimentos laboratoriais, 

facilitando desenvolvimento de novos agentes larvicidas (VAITHIYALINGAM et al., 

2022). 

No docking molecular, estão envolvidas basicamente duas metodologias, a 

primeira que constitui uma busca por um espaço conformacional que esteja disponível 

para o ligante, seguido da técnica, que é constituída por um conjunto de funções que 

atribuem uma pontuação a afinidade de ligação entre o ligante e o alvo (LOHNING et 

al., 2017).  

Para a ancoragem molecular, foram utilizadas enzimas homologas à 

Acetilcolinesterase e Glutationa S-transferase, uma vez que a ACHe tem a função de 

hidrolisar a acetilcolina, neurotransmissor que atua na comunicação entre os 

neurônios da espécie (JAVIDFAR et al., 2020; AHMADI et al., 2020). 

Os valores de pontuação obtidos estão apresentados no Gráfico 2, no qual 

observou-se que os compostos ligantes A3 exibe pontuação mais elevada para a 

ACHe, ao passo que o composto A1 demonstra a pontuação mais alta para a GSTs. 
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Gráfico 2 -Pontuação da ancoragem molecular usando GSTs e ACHe. 

Fonte: 

Autor, 2024. 

 

Conforme observado no Gráfico 2, a pontuação média obtida utilizando a 

ACHe é maior que a pontuação média para a GSTs, sendo 55,0261 e 40,3031, 

respectivamente. Esse resultado corrobora com o esperado, uma vez que a literatura 

já relata a ação de alguns derivados de cumarina como inibidores da ACHe 

(FALLARERO et al., 2008).  

Ao analisar as interações entre o derivado A1 (Figura 16), composto que 

apresentou o maior valor de pontuação e os resíduos de aminoácidos na GSTs, 

observa-se (Figura 17) a predominância de interações não covalentes, como Van Der 

Waals, interações π-π em forma de T e π-Alquil. Nas interações π -alquil, ocorre a 

interação da nuvem de elétrons π de um sistema aromático com o grupo alquil de 

outro composto. Na interação π-π em forma de T, ocorre a interação entre a nuvem 

de elétrons π de dois grupos aromáticos, essa interação é caracterizada pelo 
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posicionamento forma de T, facilitando a formação de associações não covalentes 

entre os dois sistemas aromáticos. Entretanto, é importante destacar a ausência de 

interações com resíduos que desempenham papéis-chave, como Tirosina 8 (Tyr8), 

Lisina 41 (Lys41) e Arginina 107 (Arg107). 

 

Figura 16 - Cluster 2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilato (A1)- GSTs 

 
Fonte: Autor, 2024 
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Figura 17 - interações entre o 2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilato (A1) e a GSTs 

 
Fonte: Autor, 2024. 

 

 
De forma semelhante, ao analisar as interações entre o derivado A3 (Figura 

18), composto que apresentou o maior valor de pontuação e os resíduos de 

aminoácidos na ACHe, observa-se a predominância de interações não covalentes 

(Figura 19), como Van Der Waals, interações π-π em forma de T e π-Alquil. Além 

disso, também é possível notar a ausência de interações com resíduos chave da 

enzima, como Histidina 480 (His480), Serina 238 (Ser238) e Ácido Glutâmico 367 

(Glu367).  
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Figura 4 - Cluster 7,8-dihidroxi-2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilato  (A3) -ACHe. 

 
Fonte: Autor, 2024. 
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Figura 5 - Interações A3 - ACHe 

 
Fonte: Autor, 2024. 

 
Com base nos resultados obtidos, os métodos computacionais apontam para 

candidatos possíveis como inseticidas. Em seguida, os derivados de cumarina foram 

sintetizados e submetidos a análises experimentais, visando explorar sua atividade 

larvicida. 

 

5.2 SINTESE DOS COMPOSTOS 
 

Atualmente, existem várias rotas sintéticas conhecidas para obtenção desses 

derivados 3-substituídos com potencial farmacológico. A reação de Perkin, 

condensação de Knoevenagel e a reação de Claisen são algumas das metodologias 

utilizadas (PANDEY et al., 2020). 

No presente trabalho, foi utilizada a condensação de Knoevenagel para 

obtenção de 9 derivados de cumarina. A reação de Knoevenagel baseia-se em uma 

condensação aldólica, em que um composto carbonílico interage com um metileno 

ativo sob catálise básica (Esquema 8), dando origem a um produto α,β-insaturado 

(FALCÃO et al., 2021). 

Embora a piperidina apresente menor valor de pKa (pKa = 11), sua utilização 

como catalisador se mostra válida, uma vez que ela é capaz de promover a 
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desprotonação parcial do malonato de dietila (pKa = 12,9), dando início a uma reação 

sequencial, onde o par de elétrons adstrito ao grupo metileno, um doador de Michael, 

interage com o derivado salicílico, aceptor de Michael. Após seguidas etapas, ocorre 

a eliminação da base conjugada (E1CB) levando à formação do composto carbonilado 

α,β-insaturado.  

Uma vez que houve a formação do composto carbonilado α,β-insaturado, a 

etapa seguinte é coordenada por uma transesterificação promovida pelo ataque ao 

carbono da carbonila. Esse centro, parcialmente deficiente em elétrons devido à 

proximidade ao oxigênio da carbonila (duro), tem maior afinidade com o oxigênio do 

grupo OH, que atua como nucleófilo. Adicionalmente, de forma simultânea à 

transesterificação, também ocorre a ciclização da molécula, onde após formação da 

carbonila no carbono 2, seguido da eliminação do grupo OR na forma de EtOH e 

posterior remoção do H+ restante, resulta na formação do derivado de cumarina. 
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Esquema 8 - formação do produto α,β-insaturado 

 

Fonte: Adaptado de SAIRAM et al., 2015; FALCÃO et al., 2021. 

 

Os compostos foram sintetizados com rendimentos variando entre 76% e 

82%, conforme indicado na (Tabela 4). Os resultados obtidos para os compostos da 

série A (A1, A2 e A3) estão de acordo com o esperado na literatura (SAIRAM et 

al,2015). 
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Tabela 4 – Derivados de cumarina (A) sintetizados e seus rendimentos 

 

Fonte: Autor, 2024. 

 

Na síntese dos derivados da série B (B1, B2 e B3), os compostos foram obtidos 

com rendimentos entre 40% e 45% (Tabela 5). Para esses derivados, foi utilizada a 

mesma metodologia empregada na síntese dos derivados da serie A. Como o pKa do 

acetoacetato de etila é menor que o pKa da piperidina, 10,6 e 11 respectivamente, era 

esperado que a remoção do primeiro H+ no grupo metileno do acetoacetato de etila 

fosse favorecida. No entanto, os rendimentos observados para os compostos foram 

inferiores aos relatados em literatura (DOS SANTOS et al., 2013). Diante disso, se faz 

necessário a busca por modificações na metodologia a ser utilizada.   
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Tabela 5 - Derivados de cumarina (B) sintetizados e seus rendimentos. 

 

Fonte: Autor, 2024. 

 

De forma análoga, aos rendimentos observados para os derivados da série C 

(C1, C2 e C3) (Tabela 6) também se mostraram inferiores aos relatados na literatura. 

Todavia, é necessário ressaltar a praticidade da metodologia, uma vez que o produto 

é lavado apenas com água destilada gelada e seco em estufa, visto que as cumarinas 

se mantem estáveis entre 100 a 150ºC (DOCTOR et al., 2020). 
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Tabela 6 - Derivados de cumarina (C) sintetizados e seus rendimentos. 

 

Fonte: Autor, 2014 

 

Os compostos sintetizados foram caracterizados por RMN. Devido à 

similaridade da estrutura básica dos derivados de cumarina, aqui serão discutidos os 

dados referentes ao 2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilato de etila, visto que o mesmo 

engloba os sinais do esqueleto básico das cumarinas, variando apenas na cadeia 

lateral.  

No espectro de RMN de 1H (Figura 20) do composto 2-oxo-2H-cromeno-3-

carboxilato de etila, identificou-se um tripleto em 1,26 ppm associado ao carbono 

metílico da cadeia lateral. Adicionalmente, observou-se um quarteto em 4,4 ppm 

correspondente ao carbono adjacente ao oxigênio na função éster, presente na 

mesma cadeia lateral. O singleto na região de 8,5 ppm é característico do carbono 4, 

que forma uma ligação dupla com o C3. Os sinais na faixa de 7,3 a 7,6 ppm são 

atribuídos aos hidrogênios aromáticos. 
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Figura 20 – Espectro de RMN 1H do composto 2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilato de etila (A1). 

  

Fonte: Autor, 2024. 

 

No espectro de RMN de 13C (Figura 21), utilizando a sequência de pulsos 

DEPT 135, observou-se que os sinais correspondentes aos carbonos CH3 e CH estão 

na mesma fase (para baixo), enquanto os sinais dos carbonos CH2 estão em fase 

oposta (para cima). A atribuição desses sinais foi realizada em conformidade com 

informações disponíveis na literatura (FERREIRA et al., 2021). 
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Figura 21 - Espectro de RMN 13C (CDCl3) do composto 2-oxo-2H-cromeno-3-carboxilato de etila (A1). 

 

Fonte: Autor, 2024. 

5.3 – AVALIAÇÃO LARVICIDA 

De acordo com os resultados referentes ao ensaio larvicida preliminar (Tabela 

7), dentre os compostos avaliados, apenas o derivado A3 apresentou ação larvicida 

promissora. 



62 
 

Tabela 7 – Resultados da avaliação larvicida. 

 
Fonte: Autor, 2024. 

 
Embora estudos (GU et al., 2022) indiquem que as bioatividades desses 

derivados podem ser melhoradas por meio da introdução de grupos nas posições 

3,4,5,6,7 e 8 da cumarina, tais como grupos eletrodoadores. Ao comparar os 

derivados da série A com os derivados da série B, verificou-se que a adição de grupos 

OH nas posições 7 e 8 não resultou em uma mudança significativa quanto à sua 

atividade larvicida. Entretanto, para os derivados série C, observou-se que essas 

modificações, com a introdução dos grupos OH resultou em uma mudança 

significativa na sua atividade larvicida, uma vez que o C3 apresentou percentagem de 
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mortalidade acima de 50%. indicando que a substituição na posição 3 possa ser mais 

efetiva para a ação larvicida, contudo, mais estudos se fazem necessários. 

Ao comparar os resultados experimentais com as previsões realizadas pelos 

métodos in silico, observou-se que não foi possível estabelecer uma correlação direta 

entre a atividade larvicida e o resultado obtido com o Docking molecular. Todavia, é 

importante ressaltar que os resultados in silico foram obtidos considerando uma 

enzima no vácuo e de forma estática.  

Em adicional, 2 derivados de cumarinas fornecidos pelo GPQBioMol-UFAL 

(NUNES, 2023), contendo grupos halogenados também foram avaliados quanto a sua 

atividade larvicida, uma vez que estudos em literatura (KISHORE et al., 2013) já 

relatam derivados contendo grupos retirados de elétrons apresentam atividade 

larvicida promissora.  Diferente dos derivados contendo halogénios em sua estrutura 

(Tabela 8) os derivados D1 e D2 não apresentaram nocividade frente às larvas do 4º 

estágio.  

Além disso, embora não se possa estabelecer uma relação direta entre os 

derivados da série D e os derivados da série C, observa-se que a adição de grupos 

OH ao anel apresentou maior sensibilidade quanto à sua atividade larvicida do que à 

adição de halogénios ao anel. Esse fato sugere que a presença de grupos OH ligados 

ao anel pode induzir uma melhor atividade larvicida em derivados substituídos 3-ácido 

carboxílico (série C e D). Contudo, ao se comparar os mesmos derivados com os 

derivados apresentados por KISHORE e colaboradores (2013) (Figura 11) e Hussain 

e colaboradores (2018) (Figura 10), observa-se que a adição de grupos alquila na 

posição 4 do anel lactona resultou em uma excelente atividade larvicida, apresentando 

valores de CL50 de 2,23 ppm e 5,9 ppm respectivamente. Esses resultados sugerem 

que modificações na posição 4 do anel lactona, como a introdução de grupos alquila 

se mostrou uma estratégia viável no planejamento desses larvicidas. 

Diante dos resultados expressos anteriormente, os derivados sintetizados 

foram classificados conforme o seu grau de atividade larvicida (Tabela 8) de acordo a 

classificação fornecida pela OMS (2005). 



64 
 

Tabela 8- Resultados da avaliação larvicida. 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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5.4 – AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

MÉTODO: DPPH• 
 

O radical DPPH• é amplamente utilizado em ensaios de capacidade 

antioxidante. Essa metodologia apresenta algumas vantagens, tais como: 

disponibilidade comercial, estabilidade ao oxigênio atmosférico, coloração acentuada 

e possibilidade de monitoramento da reação por UV-Vis (RODRÍGUEZ et al., 2014; 

OLIVEIRA et al., 2015). Neste ensaio, observa-se o comportamento da banda 

característica de absorção do DPPH• em 516 nm, onde se espera que o valor de 

absorbância decaia a partir do momento em que a amostra comece a reagir com o 

DPPH• (IONITA et al., 2021). 

Os resultados parciais são expostos na Tabela 9. Os derivados A1 e C2 foram 

testados até a concentração de 1000 µM enquanto que o derivado A2 foi testado até 

a concentração de 200 µM. Contudo esses compostos não foram ativos nesse ensaio.  

 

Tabela 9 – Resultados do ensaio DPPH 

AMOSTRA DPPH• 

ASR % IC50 (µM) 

A1 NA NA 

A2 NA NA 

A3 54,28 ± 1,07 171,76 ± 1,94 

C1 NA NA 

C2 NA NA 

C3 79,84 ± 0,22 7,47 ± 0,22 

 

* N.A – Não Ativo 

Fonte: Autor, 2024 

 

Conforme esperado, os derivados que não continham hidroxilas ligadas ao 

anel, assim como os derivados contendo apenas um grupo OH, apresentaram menor 

ou nenhuma atividade antioxidante do que os derivados contendo maior quantidade 

de grupos OH. Assim como relatado por KANEKO e colaboradores (2003), onde o 

derivado Ácido 7-hidroxicumarina-4-acético apresentou apenas 5.4% na inibição do 
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radical DPPH. De modo semelhante, quando comparado a outros derivados de 

cumarina (Figura 22) presente em literatura (FYLAKTAKIDOU et al., 2004), observa-

se que as interações in vitro  desses derivados com o DPPH, apresentou uma baixa 

habilidade de redução, entre 8 ~22%. 

 

Figura 22 – Derivados de cumarina testados frente ao radical DPPH. 

 

Fonte: adaptado de FYLAKTAKIDOU et al., 2004. 

 

Além disso, KANEKO e colaboradores (2003) também sugerem que a fraca 

proteção de derivados contendo apenas um grupo OH, pode estar relacionada à 

estabilidade dos radicais formados através da reação com o radical DPPH.  Isso 

ocorre porque os grupos hidroxila presentes em diversas hidroxicumarinas são 

potenciais doadores de hidrogênio radicalar para aceptores de radicais, graças à 

deslocalização de elétrons em sua estrutura (VUKOVIC et al., 2010). Dessa forma, os 

derivados A1, A2, C1 e C2 foram classificados como não ativos. 

Não obstante, os derivados A3 e C3 apresentaram atividade antioxidante, com 

ASR% 54,28 ± 1,07 e 79,84 ± 0,22 respectivamente. Embora dados relatados por 

RODRÍGUES e colaboradores (2011) indiquem que a substituição na fração pirona da 

cumarina tenha pouca influência na atividade antioxidante de cumarinas com um 

grupo fenólico, os resultados obtidos sugerem que, embora ambos os derivados A3 e 

C3 possuam os mesmos substituintes no anel, os dados indicam que a substituição na 

posição 3 da fração pirona (Figura 23) desempenha um papel importante na atividade 

observada. De modo que, a atividade antioxidante observada quando R = OEt se 

mostrou paupérrima quando comparado a R = OH, evidenciando que os grupos OH 

ligado a essa posição também funcionam como potenciais doadores de hidrogênio 

radicalar. 
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Figura 23 – Analise estrutura-atividade dos derivados de cumarina avaliados. 

 

Fonte: Autor, 2024 

 

Dessa maneira, apenas os derivados A3 e C3 foram considerados como ativos, 

apresentando IC50 de 171,76 ± 1,94 µM e 7,47 ± 0,22 µM respectivamente, sendo o 

derivado C3 o de maior potencial. 

 Essa atividade antioxidante, pode ser atribuída à natureza dos substituintes 

presente no esqueleto das cumarinas A3 e C3, que graças à sua estrutura análoga a 

flavonoides e benzofenonas, reduz os radicais devido a seu comportamento 

elétrondoador, atuando na eliminação desse radical, uma vez que, quanto mais 

doadores de H, mais forte é sua atividade antioxidante (AHMED et al., 2017; VUKOVIC 

et al., 2010). 

Embora não se possa estabelecer um mecanismo de ação exato para esses 

derivados, estudos em literatura (RODRÍGUEZ et al., 2014) relatam que a abstração 

de hidrogênio de derivados fenólicos pelo radical DPPH• pode ocorrer de diferentes 

maneiras, nas quais um elétron e um próton são transferidos. Essa transferência pode 

ocorrer em etapa única (HAT/PCET) (Eq1) ou em duas etapas (Eq.2 & Eq.3) (SPLET).  

 

 

 

Em seu trabalho, Rouaiguia‐Bouakkaz et al. (2015) relatam que a vitamina E 

elimina radicais DPPH por meio do mecanismo de transferência de elétron único–

transferência de próton, sugerindo o papel do mecanismo de transferência de elétrons 

na eliminação dos radicais DPPH e sua contribuição com a transferência de Átomo de 
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Hidrogênio (HAT). Entretanto, em relação à ação antioxidante, o resultado de ambos 

os mecanismos é o mesmo: a formação do radical fenóxido (RODRÍGUEZ et al., 

2014).  

Quando comparado com substâncias antioxidantes utilizadas em literatura 

(CASTRO et al., 2006) como o Trolox e o α-tocoferol (Vitamina E), observa-se que o 

derivado C3 apresenta percentagem da capacidade sequestradora de radicais 

próxima ao α-tocoferol, sendo 79,84 ± 0,22% e 84.029 ± 1,98 respectivamente. No 

entanto, quando comparado ao Trolox, é observado uma maior diferença entre esses 

valores, sendo observado um valor de percentagem da capacidade sequestradora de 

radicais de 100,00%. Os resultados observados sugerem que o derivado C3 apresenta 

considerável potencial como antioxidante frente ao radical DPPH. 

 

 

MÉTODO: FRAP 
 

O ensaio FRAP (Poder antioxidante redutor férrico) consiste na produção de 

íons tripiriril triazina ferrosa TPTZ-Fe(II) pela redução do Fe3+ (Figura 24) presente do 

complexo tripiridil triazina férrica (TPTZ). Esse método se mostra interessante, uma 

vez que os derivados de hidroxicumarinas são caracterizados por sua alta capacidade 

antioxidante, devido à sua similaridade estrutural com compostos polifenólicos como 

o resveratrol (POZO-MARTÍNEZ et al., 2022). 

 

Figura 24 - reação redox para complexo férrico no ensaio Frap. 

 

Fonte: AYATI et al., 2018. 

 

Os resultados são expostos na Tabela 10.  Para os compostos da serie A, os 

derivados A1 e A2 apresentaram os menores valores, 1,17 ± 0,27 e 41,24 ± 0,83 (mM 

ET/ mol de amostra) respectivamente, ao passo que o derivado dihidroxilado, A3, 

apresentou o melhor resultado entre os compostos da série, 450,08 ± 9,01 (mM ET/ 
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mol de amostra). Esses resultados sugerem que a adição de grupos OH 

desempenham de forma mais efetiva a redução do complexo de ferro. Os resultados 

do estudo realizado por Razavi et al. (2013) também reforça essa proposição ao 

demonstrar que hidroxilas fenólicas aumentam significativamente o potencial 

antioxidante dos derivados de cumarina, contribuindo para a doação de elétrons e a 

estabilização dos radicais, reforçando a eficácia antioxidante desses compostos.  

Além disso, estudos em literatura (Pérez-Cruz et al. 2017; AYATI et al., 2018) 

também corroboram essa observação, sugerindo que o grau de atividade antioxidante 

das cumarinas está diretamente relacionado ao grau de hidroxilação e conjugação de 

sua estrutura. Derivados de cumarina contendo um maior número de substituintes 

hidroxila mostraram uma capacidade superior de transferir elétrons e reduzir o 

complexo [(TPTZ)₂Fe(III)].  

 
Tabela 10 - Resultados do ensaio FRAP. 

AMOSTRA FRAP (mM ET/ mol de amostra) 

A1 1,17 ± 0,27 

A2 41,24 ± 0,83 

A3 450,08 ± 9,01 

C1 NA 

C2 NA 

C3 1058,81 ± 16,68 

ET (equivalente de Trolox);  
N.A: NÃO ATIVO 

Fonte: Autor, 2024. 

 

Para os derivados 7,8-dihidroxilado (A3 e C3) foram observados os melhores 

resultados, 450,08 ± 9,01 e 1058,81 ± 16,68 (mM ET/ mol de amostra) 

respectivamente. Esses resultados estão em concordância com o descrito em 

literatura, conforme o estudo realizado por Beillerot e colaboradores (2008), que 

demonstrou que os derivados 7,8-dihidroxi-cumarínicos mostraram-se ativos quanto 

à sua capacidade de capturar radicais superóxidos. Além disso, ao utilizar o ensaio 

FRAP, esses derivados exibiram uma capacidade antioxidante equivalente ao Trolox, 

um potente antioxidante padrão amplamente utilizado para comparação em estudos 

de atividade antioxidante. 
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Nos compostos da serie C, embora por Patel e colaboradores (2012), tenham 

constatado que derivados de cumarina substituídos pelo grupo OH apresentam maior 

poder de redução férrico, os resultados obtidos no presente estudo não indicaram 

variação significativa após a adição de um grupo OH, sendo ambos os derivados, C1 

e C2, classificados como N.A em termo de sua atividade antioxidante. Entretanto, a 

atividade antioxidante observada para o derivado dihidroxilado, C3, se mostrou similar 

ao Trolox. Esse resultado sugere que a adição de grupos OH na posição 8 

desempenha um papel fundamental na ação desses derivados como antioxidante.  

Em adicional, os resultados observados sugerem uma maior eficiência dos 

derivados da série C quando comparados aos da série A, indicando que a substituição 

na posição 3 por um ácido carboxílico resulta em uma melhor capacidade antioxidante 

em comparação à substituição por um grupo éster. 

 

ENSAIO: SOD 

 

A superóxido dismutase (SOD) é uma das três enzimas principais que 

protegem as células e atuam suprimindo ou prevenindo a formação de radicais ou 

espécies reativas, como superóxido. Essa enzima atua decompondo peróxidos de 

hidrogênio e hidroperóxidos em moléculas inofensivas, como H2O, álcool e O2 

(IGHODARO et al., 2018; CARUSO et al., 2022).  

Os derivados foram submetidos ao ensaio SOD uma vez que estudos em 

literatura (ATMACA et al., 2009; KANEKO et al., 2003) constataram que a utilização 

de cumarinas, como a esculetina no pré-tratamento em ratos com danos no fígado, 

demonstrou que a esculetina apresenta capacidade de eliminar ROS, como radicais 

superóxido. Foi realizado um teste inicial (Tabela 11) e os compostos mais ativos 

foram: A3 e C3, inibiram mais de 50% o radical superóxido.  
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Tabela 11 - Resultados do ensaio SOD. 

Fonte: Autor, 2024. 

 

Conforme esperado, os derivados contendo o maior número de OH ligado ao 

anel expressaram maior grau de atividade, ao passo que os derivados A1, A2, C1 e C2 

não foram ativos no ensaio. Esse resultado apresenta consonância com a maioria dos 

antioxidantes fenólicos, uma vez que, tanto a configuração quanto a quantidade de 

grupos OH exercem influencia em diversos mecanismos de atividade antioxidante 

(HEIM et al., 2002; BURDA et al., 2001).  

Essa maior atividade expressa pelos derivados A3 e C3 pode estar relacionada 

aos grupos substituintes ligados ao anel, já que o número de hidroxilas ligadas ao anel 

desempenha um papel importante na atividade antioxidante. estudos realizados por 

ATMACA e colaboradores (2009) sugerem que nesses derivados, a eliminação de 

radicais esta relacionado com a quantidade e a localização desses grupos OH (HEIM 

et al., 2002). 

Além disso, a discrepância de valores obtidos para os derivados A3 e C3, 

sendo IC50 365,86 ± 3,29 µM e 55,26 ± 1,84 µM respectivamente, evidencia o papel 

crucial que a substituição na posição 3 da fração pirona desempenha. A comparação 

de IC50 reforça o papel fundamental que grupos doadores H, como OH tem, uma vez 

que a substituição dessa hidroxila por um grupo Etoxi (OEt) se provou ser menos 

efetiva. 

De forma semelhante aos ensaios discutidos anteriormente, o mecanismo de 

ação desses derivados é objeto de estudo. Em seu trabalho, CARUSO e 

colaboradores (2022) relatam algumas das interações entre flavonoides (AH) e 

superóxido, utilizando as equações 4, 5 e 6.  Além disso, a 4-metil-7,8-

dihidroxicumarina é associado o mecanismo padrão de eliminação de superóxido, 

AMOSTRA Ânion radical superóxido IC50 (µM) 

A1 NA 

A2 NA 

A3 365,86 ± 3,29 

C1 NA 

C2 NA 

C3 55,26 ± 1,84 

Quercetina 49,80 ± 2,63 
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sendo esse, a abstração de hidrogênio. 

 

 
 

Em adicional, a proximidade observada nos valores de IC50 referente ao 

derivado C3 e a Quercetina, composto utilizado como referência, demonstra que o 

derivado C3 apresenta capacidade antioxidante análoga à Quercetina, 

especificamente em relação à neutralização do radical superóxido. Esse fato, indica 

que o derivado C3 apresenta considerável potencial de ser utilizado como uma 

alternativa a quercetina, uma vez que o derivado C3 não apresenta fotossensibilidade, 

podendo ser armazenado sem a utilização de material foto protetor, além da 

possibilidade de ser de forma simples e rápida, sem a necessidade da utilização de 

catalisadores, ao passo que tanto biossíntese de Quercetina (Esquema 9) quando a 

síntese da quercetina (Esquema 10) apresentam maior número de etapas, além da 

utilização de solventes halogenados.  
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Esquema 9 - Mecanismo da biossíntese de Quercetina. 

 

 

Fonte: Adaptado de INGH e colaboradores (2021). 
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Esquema 10 - Rota sintética da Quercetina. 

 

Fonte: Adaptado de Hirpara e colaboradores (2009). 

 

ENSAIO: HOCl  
 

O ácido hipocloroso (HOCl) é um derivado bactericida formado pelos 

neutrófilos ativados. Como espécies reativas de oxigênio muito importantes, o ácido 

hipocloroso (HOCl)/hipoclorito (OCl-) desempenha um papel especial em uma 

variedade de processos fisiológicos e patológicos (NIE et al., 2020). Os efeitos 

deletérios da formação excessiva de HOCl podem ser amenizados através do uso de 

substâncias antioxidantes (HARTOG et al., 2002).  

Foi realizado um teste inicial (Tabela 12) e os compostos A1 e C1 não 

apresentaram atividade antioxidante considerável, sendo assim classificados como 

não ativos.  Em adicional, os derivados A2, A3, C2 e C3 apresentaram maior atividade, 

inibindo cerca de 50% o radical superóxido. 

 

Tabela 12 - Resultados do ensaio HOCl. 

AMOSTRA Ácido hipocloroso IC50 (µM) 

A1 NA 

A2 35,34 ± 0,04 

A3 72,29 ± 3,01 

C1 NA 

C2 239,8 ± 4,85 
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C3 ** 

Quercetina 0,14 ± 0,01 

Fonte: Autor, 2024. 

*NA – NÃO ATIVO 

** NECESSARIO REFAZER O ENSAIO. 

 

Toda via, quando comparado os valores de IC50 entre os derivados A2 e A3, 

diferente do relatado em literatura (PAYÁ et al., 1992) onde derivados de cumarinas 

que possuem dois grupos se mostraram inibidores altamente ativos, os resultados 

obtidos indicam uma melhor interação com o derivado contendo apenas uma hidroxila. 

Além disso, os resultados obtidos sugerem uma melhora na atividade antioxidante 

com presença de um substituinte carboxilato na posição 3 da fração pirona, sendo o 

IC50 de 35,34 ± 0,04 µM e 239,8 ± 4,85 µM para os derivados A2 e C2 respectivamente. 

Haja vista os resultados apresentados, torna-se necessário a compreensão do 

mecanismo de ação entre os derivados de cumarina e o ácido hipocloroso. 

JIN e colaboradores (2019) investigaram o mecanismo de ação da ligação do 

derivado de cumarina com ClO- em CH3OH/H2O e propõem (Figura 25) que a reação 

ocorre pela oxidação da ligação C-O da lactona da cumarina com o ClO- seguido de 

uma hidrolise. 

 

Figura 25 - mecanismo de ação cumarina – ClO-. 

 

Fonte: JIN et al., 2019. 

 

Além disso, STARZAK e colaboradores (2019) também corroboram com a 

ideia que a cloração ocorre principalmente no anel de lactona. Em seu estudo, Wang 

e colaboradores (2019) também relatam que o ACO (Figura 26) pode ser convertido 

em ácido (Z)-2-(2-hidroxibenzilideno)-3-oxobutanóico (HOA) em presença de ClO−. 
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Figura 26 – Formação do HOA na presença de ClO-. 

 

Fonte: Adaptado de Wang et al., 2019. 

 

Contudo, NIE e colaboradores (2020) também sugerem que a ligação C=C 

também pode ser utilizado como um sítio de ligação para HOCl/OCl-  (Figura 27) sob 

condições leves. Além disso, propõem que a ligação π  é quebrada dando origem a 

um derivado clorado. 

Figura 27 – Ligação C=C com sítio para HOCl/OCl-. 

 

Fonte: Adaptado de NIE et al., 2020. 

 

 

5.5 – AVALIÇÃO FUNGICIDA  

 

Os derivados de cumarina foram testados quanto à sua capacidade de inibir 

ou retardar o crescimento do C. Albicans, e os resultados estão expostos na Tabela 

13. Os testes foram realizados tendo a Anfotericina, um antifúngico da classe dos 

polienos, e o Fluconazol, um antifúngico triazólico, como controle. Ambos os 

compostos utilizados como controle inibiram totalmente o crescimento do fungo. 

 

Tabela 13 – Avaliação Fungicida frente ao C. Albicans 

 400 µg 200 µg 100 µg 50 µg 25 µg 12,5 µg 

A1 Cresciment

o reduzido 

Cresceu Cresceu Cresceu Cresce

u 

Cresce

u 

A2 Cresceu Cresceu Cresce

u 

Cresceu Cresce

u 

Cresce

u 

A3 Cresceu Cresceu Cresce Cresceu Cresce Cresce
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u u u 

C1 Cresceu Cresceu Cresce

u 

Cresceu Cresce

u 

Cresce

u 

C2 Cresceu Cresceu Cresce

u 

Cresceu Cresce

u 

Cresce

u 

C3 Cresceu Cresceu Cresce

u 

Cresceu Cresce

u 

Cresce

u 

Anfotericin

a 

Não 

cresceu 

Não 

cresceu 

Não 

cresceu 

Crescimet

o reduzido 

Cresce

u 

Cresce

u 

Fluconazol Não 

cresceu 

Cresciment

o reduzido 

Cresce

u 

Cresceu Cresce

u 

Cresce

u 

 
Fonte: Autor, 2024. 

 

Com base nos resultados obtidos, fica evidenciado que os compostos da série 

C (C1, C2 e C3) não apresentam atividade frente ao C. Albicans. Quanto aos derivados 

da série A (A1, A2 e A3), os resultados indicam que apenas o derivado A1 foi capaz de 

reduzir o crescimento do fungo. Sendo esse dose-dependente, apresentando 

atividade na concentração de 400 µg, ao passo que nas concentrações de 200 µg, 

100 µg, 50 µg, 25 µg e 12,5 µg não houve atividade. 

Esses derivados de cumarinas foram selecionados para avaliação quanto a 

sua atividade fungicida uma vez que em literatura (Radithia et al., 2023; Nogueira et 

al. 2023) já relata a utilização de cumarinas como fungicida.  Esses derivados 

apresentam características estruturais necessárias, tais como Valores de LogP (0.46 

até 5.6) e interações π - π empilhada (PRABHALA et al., 2022). 

Aliado a isso, NESHAT et al. (2024) também evidenciam que o esqueleto das 

cumarinas (Figura 28) desempenha um papel crucial na atuação desses derivados, 

pois esse fragmento é responsável pela formação de interações π- π empilhadas com 

o resíduo TYR409. 
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Figura 28 – Analise Estrutura – Atividade de derivados de cumarina. 

 

 

Fonte: Adaptado de NESHAT et al.2024; PRABHALA et al., 2022. 

 

Ao comparar os resultados obtidos para cada série (A e C), observa-se que, 

embora a adição de um grupo elétron-retirador na posição 6 e 7 do anel acentue a 

atividade antimicrobiana das cumarinas (NESHAT et al.2024), a adição de grupos OH 

nas posições 7 e 8 dos derivados sintetizados não resultou em melhora dessa 

atividade. De forma contrária, os derivados que carregam os grupos OH nessas 

posições foram classificados como inativos. 

Esses resultados estão em consonância com os dados apresentados por 

JURD e colaboradores (1971), onde o derivado de cumarina 7,8-dihidroxi-4-

metildafnetina (Figura 29) não teve efeito no crescimento de Candida tropicalis, ao 

passo que o derivado contendo uma metoxila na posição 7, inibiu totalmente o 

crescimento de Candida tropicalis. 

Figura 29 – Estrutura da 7,8-dihidroxi-4-metildafnetina. 

 

Fonte: Autor, 2024. 

 

Além disso, os resultados observados por JURD e colabores (1971) corroboram a 

ideia de que a adição de grupos OH ao anel resulta em uma diminuição da atividade 

antimicrobiana. Em seu estudo, observou-se que a metilação da aesculetina (Figura 30), 

resultando na 6,7-dimetoxicumarina, levou ao desenvolvimento de sua atividade 

fungistática. 
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Figura 6 - Metilação da aesculetina. 

 

Fonte: Adaptado de JURD et al., 1971. 

 

 Dessa forma, o fato de A1 ser o único derivado a apresentar atividade frente 

ao C.Albicans vai ao encontro com os dados apresentados por PRABHALA e 

colaboradores (2022), indicando que quando há um átomo de hidrogênio na posição 

7 do anel, observa-se uma melhor atividade antifúngica. 

Diante dos resultados observados, os derivados de cumarina avaliados foram 

classificados (Tabela 14) quanto à sua ação frente ao C. Albicans e apenas o derivado 

A1 recebeu a classificação de fungiestático, ou seja, capaz de retardar o 

desenvolvimento do C. Albicans. 

 

Tabela 14 - Ação C. Albicans. 

COMPOSTO 400 μg 200 μg 

A1  Fungiestático  - 

Fonte: Autor, 2024. 

Embora o mecanismo de ação exato não seja conhecido, Atriwal et al. (2021) 

sugerem que as cumarinas atuem induzindo a apoptose mediada por espécies 

reativas de oxigênio (ROS). 

Adiante, os derivados de cumarina foram testados quanto a sua capacidade 

de inibir ou retardar o crescimento do C. neoformans, e os resultados estão expostos 

na Tabela 15. 

 

Tabela 15 - Avaliação Fungicida frente ao C. neoformans. 

 400 µg 200 µg 100 µg 50 µg 25 µg 12,5 µg 

A1 Crescimen

to reduzido 

Crescimen

to reduzido 

Cresceu Cresceu Cresce

u 

Cresce

u 
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A2 Cresceu Cresceu Cresce

u 

Cresceu Cresce

u 

Cresce

u 

A3 Crescimen

to reduzido 

Crescimen

to reduzido 

Cresce

u 

Cresceu Cresce

u 

Cresce

u 

C1 Crescimen

to reduzido 

Cresceu Cresce

u 

Cresceu Cresce

u 

Cresce

u 

C2 Cresceu Cresceu Cresce

u 

Cresceu Cresce

u 

Cresce

u 

C3 Cresceu Cresceu Cresce

u 

Cresceu Cresce

u 

Cresce

u 

Anfoterici

na 

Não 

cresceu 

Não 

cresceu 

Não 

cresce

u 

Não 

cresceu 

Não 

cresce

u 

Não 

cresce

u 

Fluconazo

l 

Não 

cresceu 

Não 

cresceu 

Não 

cresce

u 

Crescimen

to reduzido 

Cresce

u 

Cresce

u 

 
Fonte: Autor, 2024. 

 

Os resultados indicam que, na concentração de 400 µg, os derivados C1, A1 

e A3 foram capazes de retardar o desenvolvimento do C. neoformans. Na 

concentração de 200 µg, apenas os derivados A1 e A3 conseguiram retardar o 

crescimento. No entanto, quando comparados aos fungicidas de referência, 

Anfotericina e Fluconazol, todos os derivados se mostraram menos eficientes. 

De forma análoga ao observado na avaliação frente ao C. Albicans, os 

resultados obtidos para a avaliação frente ao C. neoformans também sugerem que a 

adição de grupos OH ao esqueleto das cumarinas da serie C (C1, C2 e C3) resulta em 

uma diminuição de sua atividade fungicida. Além disso, os resultados observados para 

os derivados da serie A (A1, A2 e A3) sugerem que a atividade fungicida observada 

frente ao C. neoformans pode estar maioritariamente relacionada com o substituinte 

na posição 3 da fração pirona, e não com os grupos OH ligados diretamente ao anel.  

Diante dos resultados obtidos, os derivados de cumarina avaliados foram 

classificados (Tabela 16) quanto a sua ação frente ao C.neoformans, os derivados A1 

e A3 foram classificados como fungicida e apenas o derivado C1 recebeu a 
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classificação de fungiestático. 

 

Tabela 16 - Ação C.neoformans 

COMPOSTO 400 μg 200 μg 

C1 fungiestático  

A1 fungicida fungicida 

A3 fungicida fungicida 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Após análise in silico, uma serie de derivados cumarínicos foi sintetizada e submetida 

a ensaios biológicos para determinar a sua atividade larvicida frete às larvas do 4° 

estágio. Embora os estudos de docking sugiram uma melhor interação com os da série 

A, os bioensaios apontam que os derivados da série C apresentam maior eficiência 

quanto a atividade larvicida. Nos ensaios antioxidantes, o derivado C3 destacou-se por 

sua capacidade de capturar o radical DPPH (IC50 7,47 ± 0,22 µM) e demonstrou uma 

capacidade semelhante à quercetina na captura de O2
•- (IC50 55,26 ± 1,84 µM). Além 

disso, no ensaio FRAP, os resultados indicam que o derivado C3 apresentou potencial 

antioxidante similar ao Trolox. Em relação à atividade fungicida, o derivado A1 

apresentou o maior potencial, sendo considerado fungicida frente ao C. neoformans 

nas concentrações de 400 e 200 μg, além de expressar comportamento fungiestático 

dose-dependente frente ao C. albicans. 

7. PERSPECTIVAS 
 

- Realizar a análises de toxidade das cumarinas sintetizadas; 

- Realizar os ensaios antioxidante remanescentes. 
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9. ANEXOS 
 

Figura 31 – Espectro de RMN 1H (A1). 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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Figura 32 - Espectro de RMN DEPT 135 (A1). 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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Figura 33 - Espectro de RMN 1H (A2). 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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Figura 34 - Espectro de RMN 13C (A2). 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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Figura 35 - Espectro de RMN 1H (A3). 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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Figura 36 - Espectro 13C RMN (A3). 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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Figura 37 - Espectro de RMN 1H (C1). 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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Figura 38 – Espectro de RMN 13C (C1). 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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Figura 39 - Espectro de RMN 1H (C2). 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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Figura 40 - Espectro de RMN 1H (C3). 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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Figura 41 – Espectro de RMN 1H (B2). 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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Figura 42 – Espectro de RMN 1H (B3). 

 

Fonte: Autor, 2024. 
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Figura 43- Espectro de RMN 1H (B1). 

 

Fonte: Autor, 2024. 

 


	c16e97226981166cefdda4af3acc6a693520b82d3c97a94d69cf9a184c7f79fb.pdf
	37aa45c98d974ef9f4bde6f4a547cd7f5585fb8476bebd2454b80d8ac89c1361.pdf

	FICHA_DISSERTAÇÃO_LUCAS_LIMA_COSTA_BIOTECNOLOGIA.doc
	c16e97226981166cefdda4af3acc6a693520b82d3c97a94d69cf9a184c7f79fb.pdf
	37aa45c98d974ef9f4bde6f4a547cd7f5585fb8476bebd2454b80d8ac89c1361.pdf
	Dra. VERÔNICA DINIZ DA SILVA
	Dra. JADRIANE DE ALMEIDA XAVIER, UFAL
	Dr. DIMAS JOSE DA PAZ LIMA, UFAL

	37aa45c98d974ef9f4bde6f4a547cd7f5585fb8476bebd2454b80d8ac89c1361.pdf
	37aa45c98d974ef9f4bde6f4a547cd7f5585fb8476bebd2454b80d8ac89c1361.pdf


