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Campos moleculares extraidos de aplicativos utilizados em estudos
de OQSAR-3D apresentam, em geral, grande numero de
informacoes, muitas vezes irrelevantes na expressdo da atividade
biologica. O programa Volsurf converte as informagoes presentes
em mapas de energia de intera¢do tridimensionais em numero
reduzido de descritores bidimensionais que se caracterizam como
de facil entendimento e interpreta¢do. Assim, foram avaliados,
neste estudo, dezoito derivados 5-nitro-2-tiofilidénicos com
atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus multi-
resistente, correlacionando as caracteristicas tridimensionais
destes ligantes com a referida atividade. Para o desenho e
conversdo tridimensional dos ligantes foram utilizados os
aplicativos Sybyl (Tripos Inc) e CORINA (Molecular Networks
GmbH Computerchemie), respectivamente. Os campos de
interagdo molecular foram calculados no programa GRID
(Molecular Discovery Ltd). A aplica¢do do programa Volsurf
(Molecular Discovery Ltd) resultou em modelo estatisticamente
robusto (1> = 0,93, ¢° = 0,87) com 48 descritores estruturais,
mostrando ser a hidrofobicidade propriedade fundamental no
condicionamento da atividade antimicrobiana.
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INTRODUCAO

O uso abusivo e indiscriminado de agentes antimi-
crobianos tem proporcionado o surgimento de resisténcia
microbiana aos fairmacos de uso corrente €, como conse-
qiiéncia, determina a necessidade de busca de sucedaneos
que possam vir a substituir aqueles que ja ndo t€m eficacia.

Mortes associadas a infec¢des bacterianas variam de
12% a 81% no mundo todo, dependendo das condicdes e
particularidades dos tipos de pacientes e tratamentos utili-

zados, observando-se que a elevacdo das taxas de morta-
lidade esta associada, fundamentalmente, ao aumento do
espectro de resisténcia dos patogenos (Diekema, Pfaller,
2003). Cerca de 50% a 87% das infecgdes hospitalares, tém
como agente responsavel o Staphylococcus aureus, sendo
que em 16% a 43% dos casos os pacientes evoluem para o
obito em fungao do amplo espectro de resisténcia deste mi-
crorganismo (Metan, Zarakolu, Unal, 2005; Brenwald,
Fraise, 2003; Fuchs et al., 2002; Masunari et al. 2002;
Suller, Oliveira, 2001; Russel, 2000; Crowcroft, 1999).
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Na histéria do desenvolvimento e descoberta de
farmacos antimicrobianos, inserem-se oS compostos
nitrofurdnicos, que foram os primeiros farmacos nitro-
heterociclicos introduzidos na quimioterapia e vém sendo
utilizados desde a década de 1940 para o tratamento de in-
fecgoes do trato urinario (Venuti, 1995). Estudos relacio-
nados a atividade antimicrobiana destes compostos mostra-
ram que a maioria dos derivados ativos apresentava amplo
espectro de a¢ado, agindo ndo apenas sobre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas como, algumas vezes também,
sobre protozoarios (Gelb, 2002; Tavares et al., 1999; El-
Obeid, Elnima, Al-Badar, 1985; Avril et al., 1980). Com-
postos nitrofuranicos utilizados como antibacterianos apre-
sentam em comum o grupo azometinico (-CH=N-N<) liga-
do ao carbono 2 do anel 5-nitrofuranico resultando, prova-
velmente, em sinergismo farmacologico entre estas duas
subestruturas (Foye, Lemke, Willians, 1995; Korolkovas,
1988). Apresenta-se, na Figura 1, o grupo farmacoforico
de compostos nitrofuranicos com atividade antibacteriana.
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FIGURA 1 - Grupo farmacofdérico de compostos
nitrofuranicos com atividade antibacteriana.

Como requisito indispensavel para o desencadea-
mento da atividade biologica desses compostos identifica-
se a biorredu¢ao do grupo nitro, que resulta na perturbacao
do fluxo fisiologico de elétrons, inibindo enzimas associa-
das ao processo de produgdo de energia celular, processo
vital para a manutencdo bioquimica do microrganismo
(Viodé et al., 1999; Tocher, 1997; Murray et al., 1996;
Ulmar, Mitchard, 1968; Asnis, Gots, 1951).

Tavares e colaboradores (Tavares, Amaral, 1991;
Tavares, Penna, Amaral, 1991), verificaram que a
hidrofobicidade ¢ a propriedade fisico-quimica que mais
influencia a atividade antibacteriana em série de derivados
do S-nitrofurano com estrutura analoga a nifuroxazida, 5-
nitro-2-furfurilideno 4-hidroxibenzidrazida (Figura 2).

FIGURA 2 - Estrutura quimica da nifuroxazida

A. Masunari, L. C. Tavares

Foi verificado por esses autores que a substituicao
do anel furanico por tiofénico favorece significativamente
a referida atividade para os compostos p-acetil substitui-
dos, cujo valor de concentragdo inibitéria minima para o
derivado tiofénico mostrou-se cerca de quatro vezes menor
que o determinado para o derivado furanico. Vale ressaltar,
ainda, que a 5-nitro-2-tiofilideno 4-acetilbenzidrazida se
mostrou pronunciadamente mais ativa que alguns farmacos
nitrofuranicos utilizados na terapéutica como a
nitrofurantoina e a propria nifuroxazida (Masunari ef al.,
2003; Tavares et al., 1999a; Tavares, Penna, Amaral,
1997).

Comprovadas as atividades antibacteriana e
antiprotozodria dos derivados S-nitrotiofénicos estudados
nesse trabalho (Masunari, 2006; Dias, 2005; Furlaneto,
2005) aliado ao fato de pesquisadores aprofundarem cada
vez mais o entendimento do seu mecanismo de acao, acre-
dita-se que estudos voltados para o aproveitamento desses
compostos como fArmaco constitui-se em alternativa extre-
mamente viavel para controle de doencas de carater
emergencial. Ressalta-se que no planejamento e desenvol-
vimento de novos agentes que sejam eficazes no tratamento
de infecc¢des causadas por bactérias multi-resistentes, ob-
serva-se alta viabilidade de aplicagdo de metodologias de
potencializagio da atividade farmacoldgica de compostos
com perfil antimicrobiano conhecido (Fernandes et al.,
1999), citando-se como vantagens deste procedimento a
economia significativa de tempo e de recursos, além da
grande perspectiva de sucesso (Barreiro, Fraga, 2001;
Hansch, Leo, 1995).

Uma das abordagens mais utilizadas nas Gltimas
décadas na area de desenvolvimento de novos farmacos,
sao os estudos de QSAR-3D (3D Quantitative Structure-
Activity Relationships), que passaram a apresentar maior
impacto e aplicabilidade a partir da introdugdo do progra-
ma computacional COMFA (Comparative Molecular Field
Analysis) por Cramer e colaboradores no final da década
de 80 (Cramer, De Priest, Patterson, 1993; Cramer,
Patterson, Bunce, 1988). Nesta abordagem, assume-se que
as interagdes ligante-receptor ndo sdo covalentes e que,
alteracdes na atividade bioldgica podem estar relacionadas
a mudangas nos campos estereoquimicos e eletrostaticos.

A evolucdo do conhecimento na area de biologia
molecular como a caracterizagao precisa dos sitios de liga-
¢do em complexos ligante-receptor, contribuiu significati-
vamente para a aplicacdo e entendimento da analise de
QSAR-3D. Muitos métodos, entretanto, baseiam o calcu-
lo de propriedades moleculares nas conformagdes absolu-
tas dos compostos no espago. Isso implica o fato de que a
conformagdo selecionada para o estudo de QSAR passa a
exercer papel fundamental na obtencao de dados validos e
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torna-se, em muitos casos, fator limitante para o desenvol-
vimento do estudo (Martin, 1998; Kubinyi, 1997a, b).

O programa Volsurf (Cruciani et al., 2000; Cruciani,
Pastor, Guba, 2000) € um método computacional que pro-
duz e explora as propriedades fisico-quimicas espaciais de
molécula ou de um conjunto delas, a partir de mapas
tridimensionais de energia de interagdo gerados entre mo-
l1éculas e probes. O conceito basico deste programa ¢ con-
verter a informagao presente em mapas tridimensionais
gerados pelo programa GRID (Bobbyer et al., 1989;
Goodford, 1985) em ntimero reduzido de descritores de
facil interpretagdo. Assim, tamanho, forma, ligacdes de
hidrogénio e hidrofobicidade podem ser quantitativamente
diferenciados em uma série analoga de moléculas. Vale
ressaltar que a extragdo de informagdes quimicas a partir
de mapas de campos moleculares e a subseqiiente geracao
de descritores estruturais apresentam papel fundamental no
processo de otimizagdo de estruturas lideres (Cruciani et
al., 2000). Além disso, modelos gerados pelo programa
Volsurf'sdao pouco influenciados pela conformagao espacial
dos compostos e nao requerem o alinhamento das molécu-
las em estudo, duas vantagens que, em conjunto, viabilizam
consideravelmente a utilizag@o deste aplicativo quando ndo
se conhece a estrutura do sitio receptor (Cruciani ef al.,
2000).

Com a finalidade de se determinar quantitativamente
a influéncia de descritores estruturais de carater fisico-
quimico sobre a atividade antimicrobiana de 5-nitro-2-
tiofilideno benzidrazidas substituidas, considerando suas
caracteristicas tridimensionais, desenvolveu-se o estudo de
QSAR-3D por aplicagao do programa Volsurf, correla-
cionando a atividade antimicrobiana de dezoito compostos
com diferentes descritores dessas moléculas. O modelo fi-
nal, com 48 descritores estruturais, apresentou-se estatis-
ticamente robusto e com alta capacidade de predicao da
atividade antimicrobiana da série estudada.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se
aprofundar, ainda mais, o estudo de caracteristicas estrutu-
rais que determinam a atividade antimicrobiana de derivados
S-nitro-2-tiofilidénicos, com vistas a sele¢ao de possiveis
candidatos a analise farmacologica mais ampla.

MATERIAL E METODOS
Compostos estudados

Foram estudadas dezoito 5-nitro-2-tiofilideno
benzidrazidas p-X-substituidas, em que X =H, Cl, I, Br, n-
CH,,i-CH,n-CH,, OCH,,OCH,, NHC,H, CH=CH,,

COCH,, C,H,, CH,,CN,NO,, SO NH.,,. Foi incqluido, ain-
da, no estudo o derivado m, p—Cl2 dissubstituido. Todos os
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compostos foram previamente sintetizados e identificados
pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Planejamento e
Desenvolvimento de Farmacos - FBT/FCF-USP
(Masunari, Tavares, 2006b; Masunari et al., 2003;
Rezende et al., 2002; Furlanetto, Santos, Tavares, 2001),
utilizando-se as analises espectrométricas de RMN-'H,
RMN-"C e Infravermelho como metodologias de confir-
magcao da estrutura quimica dos analogos. A faixa de fusao
¢ a analise elementar foram utilizadas como avaliagdo do
grau de pureza dos compostos.

Ensaio microbiolégico

A avaliacao da atividade antimicrobiana dos compos-
tos da série estudada frente as cepas padrao (ATCC 25923)
e multi-resistente (3SP/R33) de Staphylococcus aureus
(Oliveira et al., 2001) foi feita por determinagao da concen-
tracdo inibitoria minima, CIM, aplicando método classico
de macrodilui¢do sucessiva em tubos (Collins, 1995;
Tavares, 1993). Na primeira etapa, fase I, determinou-se a
atividade antimicrobiana com fator de dilui¢ao de ordem 2.
Na segunda etapa, fase 11, utilizou-se metodologia adapta-
da por Tavares e colaboradores (Tavares, 1993; Tavares,
Penna, Amaral, 1997), que consiste no estreitamento da
faixa de concentracao determinada na fase I, com o propo-
sito de intensificar a sensibilidade do ensaio.

Estudo de QSAR-3D

O estudo de QSAR-3D foi realizado em Estacdo de
Trabalho Power Challenge 100 da Silicon Graphics, 4 CPU
194 MHz MIPS 10000, 512 MB de memoria RAM e sis-
tema operacional IRIX 6.5. Esta etapa do estudo foi reali-
zada no Laboratdrio de QSAR/QSAR 3-D no Departamen-
to de Quimica Fundamental do Instituto de Quimica da
Universidade de Sao Paulo. Utilizou-se o programa Volsurf
(Cruciani et al., 2000, Cruciani, Pastor, Guba, 2000), cuja
metodologia estd fundamentada na conversao de informa-
¢Oes presentes em mapas de campos moleculares
tridimensionais em um nimero reduzido de descritores
bidimensionais. Ressalta-se que o Volsurf nao possui o
modulo de conversdo de estruturas bidimensionais para
estruturas tridimensionais, tornando necessaria, desta for-
ma, a utilizagdo de aplicativos desenvolvidos para esta fi-
nalidade como CONCORD ou CORINA, para a posterior
analise de imagem.

As estruturas quimicas dos dezoito analogos em es-
tudo foram construidas, inicialmente, no programa Sybyl
versao 6.9.1. (Tripos Inc) e importadas para o programa
CORINA versao 3.0 (Molecular Networks GmbH
Computerchemie) para a geracao das estruturas
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tridimensionais. O CORINA se baseia em regras fixas pré-
estabelecidas, que tém como referéncia dados de
cristalografia de raios-X. Este programa considera aspec-
tos conformacionais dos ligantes e os submete a configura-
¢Oes de energia minima.

Determinadas as estruturas tridimensionais dos
ligantes no CORINA, os arquivos foram exportados para
o programa Volsurf, versao 3.0.11 (Molecular Discovery
Ltd.) para inicio dos calculos. O programa GRID consti-
tui parte integrante deste e possui a fungdo de gerar os cam-
pos de interagdo molecular conhecidos como MIF’s
(Molecular Interactions Fields). Para a geragdo dos MIF’s
utilizou-se uma caixa de pontos com espago entre os nds de
0,5 A e foram selecionados quatro probes. A saber: H,0
(probe hidrofilico), DRY (probe hidrofébico), NH amidico
(doador de ligagdes de hidrogénio) e CO carbonilico
(aceptor de ligacdes de hidrogénio).  Utilizou-se para
os calculos valores de atividade bioldgica na forma de po-
téncia antimicrobiana (log 1/CIM).

O processo de validagao dos modelos obtidos foi fei-
to por analise de PLS (Partial Least Squares) (Wold,
Johanson, Cocchi, 1993, Geladi, Kowalski, 1986), cuja apli-
cagdo é recomendada em casos em que se dispde de um nti-
mero de dados experimentais muito inferior ao nimero de
descritores gerados. Este algoritmo € altamente recomendado
em estudos de QSAR-3D pelo fato de que, ao contrario da
regressao linear multipla (RLM), dados com alta correlagao
(colinearidade) e/ou ruido ou, ainda, muitas variaveis X
(descritores estruturais) podem ser analisadas.

Todo padrao de performance do PLS pdde ser ava-
liado pela analise conjunta da relevancia de cada descritor
estrutural gerado, pela observagdo do graficode Y vs
Yoo (poténcia antimicrobiana calculada pelo modelo versus
poténcia antimicrobiana determinada experimentalmente)
e pelo grafico de SDEC (desvio padrao do erro de calculo)
vs SDEP (desvio padrdo do erro de predi¢do), que indica
para cada componente analisado o valor de R? (variancia
explicada no ajuste) e de Q? (variancia explicada na predi-
¢d0). Para o estudo da magnitude da influéncia dos
descritores gerados sobre a poténcia antimicrobiana da
série estudada foi analisado, ainda, o grafico de coeficien-
tes do modelo de PLS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintese e avaliacdo da atividade antimicrobiana
Foram sintetizadas e testadas, neste estudo, quatorze

5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas, sintetizadas em trés

etapas, a saber: obtengdo de benzoatos de metila (2) a partir
de acidos benzdicos, obtengao de benzidrazidas (3) a par-
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tir de benzoatos de metila e obtencdo de bases de Schiff (4)
a partir de benzidrazidas substituidas e 5-nitro-2-
tiofenocarboxaldeido (Tavares et al., 1999; Masunari et
al., 2003) (Figura 3).
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FIGURA 3 - Rota de sintese para a obtengdo das 5-nitro-
2-tiofilidenobenzidrazidas.

A sintese se mostrou simples, pratica e com rendi-
mentos satisfatorios, apresentando valores na faixa entre
80% e 90% para a maioria dos compostos obtidos
(Masunari et al., 2003).

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana, deter-
minou-se a concentragdo inibitéria minima, CIM, frente as
cepas padrdo (ATCC 25923) e multi-resistente (3SP/R33)
(Oliveira et al., 2001) de Staphylococcus aureus seguindo
metodologia de macrodilui¢do sucessiva adaptada por
Tavares e colaboradores (Tavares, Penna, Amaral, 1997).

Entre os compostos testados frente ambas as cepas de
Staphylococcus aureus constatou-se que a S-nitro-2-
tiofilideno-4-acetilbenzidrazida (XIV) é o composto mais
ativo enquanto que a J-nitro-2-tiofilideno-4-
butilbenzidrazida (X1) é o composto de mais baixa ativi-
dade (Tabela I).

Os resultados obtidos para a cepa multi-resistente
(Tabela 1), sugerem que o derivado nao substituido (I)
apresenta primordialmente atividade bacteriostatica, ja que
o valor de CBM determinado ¢ muito maior que o de CIM.
Por outro lado, os derivados p-Br (V), p-Cl (II), m,p-Cl,
(IIT) e p-COCH, (XIV) exibiram excelente atividade
bacteriostatica e exerceram efeito bactericida em concen-
tragdes relativamente baixas, mostrando que estes deriva-
dos sdo mais potentes entre os compostos estudados.

Estudos de QSAR-3D

Apos a conversdo dos dezoito derivados 5-nitro-2-
tiofilidénicos em estudo em estruturas tridimensionais uti-
lizando o programa CORINA (Sadowski, Rudolph,
Gasteiger, 1992; Gasteiger, Rudolph, Sadowski, 1990),
foram gerados os mapas de campos de interagdo molecular
por aplicag@o do programa GRID (Bobbyer et al., 1989;
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TABELA | - Concentragao inibitéria minima, CIM, de 5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas frente as cepas ATCC 25923

¢ 3SP/R33 "de Staphylococcus aureus ™

Ne R, R, Cepa ATCC 25923 Cepa 3SP/R33
CIM (ug/mL)* CIM (ug/mL)*  CBM (ug/mL)**

| H H <4,59 <781 > 125,00
I Cl H <1,71 <2,18 4,37-2,18
11 Cl Cl <0,76 <0,63 0,63 - 1,27
v I H <5,62 <11,10 > 88,80 F***
A% Br H <0,75 <1,25 1,25-0,63
VI n-C,H, H <11,60 < 14,50 >29,00%***
VII i-C.H, H <9,06 <10,04 > 40,16 ****
VIII OC,H, H <8,10 — B
IX OC,H, H <12,30 <20,62 > 41,24 FxxE
X NHC,H, H <7,75 <1245 > 49 ,8() F***
XI n-C,H, H <13,50 <25,40 > 50,80 *F***
XII C,H; H <6,75 < 11,60 > 02,80 ****
XIIT CH=CH, H <4,72 <6,75 > 54,00 #***
X1V COCH, H <0,14 <0,22 0,44 -0,22

nitrofurantoina 16,00 ™ —

nifuroxazida 3,60 —

Notas: * Leituras de inibi¢ao/crescimento realizadas ap6s 18 horas de incubagdo a 35 °C; ** As leituras da concentracao
bactericida minima, CBM, foram realizadas ap6s 24 horas de incubacgdo a 35 °C; *** CIM ndo determinada devido a
insolubilidade do derivado nas concentragdes requeridas no ensaio; **** compostos que ndo apresentaram atividade
bactericida nas condi¢des de solubilidade permitidas pelo ensaio; ' Oliveira et al., 2001; " Masunari et al., 2003; ™ Jones

et al., 1993; IV Tavares, Penna, Amaral, 1997.

Goodford, 1985), sendo estes posteriormente convertidos,
por aplicacao do programa Volsurf, em 48 descritores es-
truturais de carater fisico-quimico.

Procedeu-se a analise de PLS (van de Waterbeemd,
1996; Wold, Johanson, Cocchi, 1993; Geladi, Kowalski,
1986) para relacionar os dados experimentais de poténcia
antimicrobiana (matriz Y)) com a matriz X de descritores
moleculares. Vale ressaltar que as varidveis latentes gera-
das no PLS nada mais sdo que a combinagao linear das
variaveis X originais, sendo o numero de variaveis latentes
significativas determinado por validagao cruzada. Utilizou-
se a opgao leave one out (Cruciani et al., 2000; Wold,
Johanson, Cocchi, 1993; Geladi, Kowalski, 1986), que
consiste na constru¢ao de modelos que prevéem o valor de
atividade bioldgica dos compostos em estudo, neste caso
poténcia antimicrobiana, excluindo temporariamente um
dos compostos da analise. Este processo foi repetido até
que cada um dos dezoito compostos estudados fosse pelo
menos uma vez excluidos da constru¢do dos modelos.

Inicialmente gerou-se modelo bruto com 88
descritores estruturais e duas componentes principais
(CP’s). Apesar do valor de R*= 0,91 apresentar-se aceita-
vel, indicando boa correlagdo entre os valores de poténcia
determinados experimentalmente e os valores calculados
pelo modelo, observou-se valor de Q*>= 0,26, muito baixo,
explicitando, assim, sua baixa capacidade de predicao.

Observando o graficode Y . vs Y, para duas CP’s
(Figura 4), evidenciou-se o p-acetil derivado como um
composto com comportamento fora da linha de tendéncia
dos demais. Ressalta-se que o valor de SDEP, desvio pa-
drao do erro de predigdo, equivalente a 0,40, mostrou-se
também muito elevado, corroborando o péssimo grau de
predicao do modelo bruto.

A classificagao do derivado p-acetil substituido
(XIV) como um provavel outlier no estudo em trés dimen-
sOes corrobora o estudo classico anteriormente realizado
por nosso grupo (Masunari, Rezende, Tavares, 2004;
Masunari, Tavares, 2006a), em que se constatou, para este
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Y calculado (2CP)
-130 -1.08 -087 -065 -043 -022 0.00 022 043

-1.52

sulfamoil
Jutoxi

-1.73

-1.58 -1.38 -1.18 -0.98 -0.79

-0.59 -0.39 -0.20 0.00 0.20 0.39

Y experimental

FIGURA 4 - Valores de poténcia antimicrobiana calculados (Y ) pelo modelo bruto com 2 CP’s versus poténcia

antimicrobiana determinada experimentalmente.

analogo, padrao de comportamento totalmente diferenciado
dos demais componentes da série.

Retirando o p-acetil derivado (XIV) do modelo, obser-
vou-se melhora significativa dos parametros estatisticos,
ressaltando, em especial, os valores de Q*e de SDEP, que
passaram de 0,26 ¢ 0,40 para 0,80 ¢ 0,17, respectivamente.

A atividade antimicrobiana do p-acetil derivado (XIV)
se mostrou flagrantemente acima da linha de tendéncia dos
demais componentes da série, permitindo, com isso,
classifica-lo como super ativo. Com base em estudos reali-
zados até momento, no entanto, ndo se pode afirmar, com
seguranga, quais seriam as interagdes envolvidas ou quais
seriam as principais propriedades fisico-quimicas responsa-
veis por tao pronunciada atividade. Acredita-se que o efeito
de campo do grupo acetil, somado a um balanco lipofilico-
hidrofilico adequado deste composto provavelmente estari-
am contribuindo para tdo pronunciada atividade. Ressalta-
se também que para que o p-acetil derivado seja classifica-
do como um outlier;, ainda sao necessarias informacdes mais
aprofundadas referentes ao comportamento deste composto.

Notou-se como limitagdo do segundo modelo gerado,
entretanto, o nimero elevado de componentes principais
envolvidas, ja que os melhores parametros estatisticos fo-
ram obtidos para 6 CP’s. Ressalta-se que um grande ntime-
ro de CP’s torna a andlise mais dificil, j4 que quanto mais
se adicionam componentes principais para explicar um
modelo, maior sera o risco de resultar em ajuste forcado do

modelo aos dados. Obviamente, como conseqiiéncia dire-
ta do ajuste for¢ado, observa-se decréscimo da validade do
modelo final.

A dificuldade citada provavelmente se relaciona ao
fato de a probabilidade de alguns dos descritores gerados no
modelo bruto causarem sobreposicao de informagdes, tor-
nando evidente, em alguns casos, a redundancia de dados.
De fato, de acordo com Cruciani e colaboradores (Cruciani
et al., 2000; Cruciani, Pastor, Guba, 2000), em uma ana-
lise de PLS ¢ muito comum que se obtenha na matriz de
descritores (matriz X) um ntimero consideravel de variaveis
que ndo apresentam, necessariamente, relagao direta com a
atividade bioldgica, proporcionando, desta forma, uma des-
cri¢do estrutural inconsistente para aplicagdo em estudos de
QSAR-3D. Sabe-se, ainda, que ¢ praticamente impossivel a
geracgdo de bons modelos de PLS quando uma tnica varia-
vel significativa possa ser detectada entre outras, ainda que
esta seja altamente relacionada com a atividade.

Para simplificar o modelo gerado pelo PLS, sem pre-
judicar seu grau de predicao e significancia, utilizam-se
procedimentos matematicos de sele¢do de variaveis conti-
dos neste mesmo programa. No caso deste estudo utilizou-
se o FFD (Fractional Fatorial Design) no qual sdo
selecionadas apenas as variaveis que aumentam a capaci-
dade preditiva do modelo de PLS. Aplicou-se o FFD na
opcao fold over design, que consiste na repeticao de todas
as combinagdes de variaveis invertendo o padrao de sinais
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na matriz de combinagdo de forma a resultar em avaliacao
muito mais segura do efeito de uma variavel ou de um con-
junto delas na capacidade de predicao do modelo. A aplica-
¢do do FFD resultou em reducao consideravel do nimero
de variaveis, de 88 para 48, eliminando informagdes redun-
dantes presentes no modelo bruto.

Classificou-se como melhor modelo que correla-
cionou a poténcia antimicrobiana com a estrutura
tridimensional da série de compostos estudada, o modelo
com 48 descritores estruturais e com valores de R?= 0,93
e Q*=0,87 para trés CP’s, sendo importante citar que o alto
valor do coeficiente de correlagdo de predi¢ao ao quadra-
do (Q?) demonstra a excelente capacidade de predigdo do
modelo. Ressalta-se, ainda, que o baixo valor de SDEP
(desvio padrao do erro de predi¢ao), em torno de 0,14, cor-
robora a capacidade preditiva do modelo final. Apresenta-
se, na Figura 5, o grafico dos valores de poténcia antimi-
crobiana experimentais e calculados pelo modelo final
obtido no Volsurfpara trés CP’s.

A aplicagao do FFD possibilitou a simplificagdao do
modelo bruto inicialmente obtido sem, entretanto, compro-
meter seu significado e capacidade de predi¢do. De acordo
com o grafico dos coeficientes de PLS (Figura 6), obser-
vou-se a contribuigdo positiva dos descritores CW 1 (fator
de capacidade), D1-D8 (distribuicao de regides hidrofo-
bicas), CP (Critical Packing), HB2 (doador de ligagoes de
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hidrogénio) e W2 (distribui¢@o de regides hidrofilicas) so-
bre a bioatividade dos compostos representada pela potén-
cia antimicrobiana. Observou-se, por outro lado, contribui-
¢do negativa dos descritores W5-WS§ (distribuigdo de
regioes hidrofilicas), IW1-IW3 (Integy- Interaction Energy
-Moments Hidrofilicos), CW2-CW7 (fator de capacidade);
ID1-1D8 (Integy - Interaction Energy Moments
Hidrofobicos), HB4-HBS (doador de ligagdo de hidrogé-
nio), W3-W8 (distribui¢ao de regides hidrofilicas), HB7
(aceptor de ligacdes de hidrogénio).

Descritores gerados pelo Volsurf apresentam signifi-
cados claros que se referem tanto a distribuigdo de regides
hidrofébicas e hidrofilicas quanto em relacao a formagao
de ligagdes de hidrogénio. Os descritores W se referem ao
tamanho das regides hidrofilicas distribuidas pelos ligantes,
enquanto os descritores D se referem ao tamanho das re-
gides hidrofobicas. O parametro de critical packing, CP, se
refere a razdo entre por¢des D e W dos ligantes e os Integy
moments hidrofilicos (IW) e hidrofobicos (ID) medem o
desequilibrio entre o centro de massa dos compostos € o
baricentro das regides hidrofilicas e hidrofobicas, respec-
tivamente (Cruciani et al., 2000; Cruciani, Pastor, Guba,
2000).

O parametro de critical packing, CP, em conjunto
com o parametro de tamanho das regides hidrofobicas, D,
sdo excelentes para prever a capacidade de partigao em

Y calculado (3CP)
152 -138 -124 -110 -097 -083 -069 -055 -041 -0.27

-1.66

-1.61 -1.48 -1.35 -1.22 -1.09

-0.96 -0.84 -0.71 -0.58 -0.45 -0.32

Y experimental

FIGURA 5 - Valores de poténcia antimicrobiana calculados (Y, ) por modelo gerado no Volsurf com 3CP’s versus poténcia

antimicrobiana determinada experimentalmente (Yexp).
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0.08 0.12
w
N

-0.00 0.04

Contribuigdo positiva

-0.08 -0.04

PLS loading (CP 1)

-0.12

-0.16

-0.20

-0.24

Contribuigdo negativa

1 - W4 (probe H,0) - regides hidrofilicas

2 - IW (probe H,0) - integy moments hidrofilicos

3 - CW (probe H,0) - fator de capacidade

4 - D (probe DRY) - regides hidrofobicas

5 - ID (probe DRY) - integy moments hidrofobicos

6 - CP (descritor misto) - parametro de empacotamento critico
7 - HB (probe O) - liga¢des de hidrogénio

8 - Ws g (probe N1) - regides hidrofilicas

9 - HB (probe N1) - ligagdes de hidrogénio

FIGURA 6 - Grafico dos coeficientes de PLS para os descritores gerados no Volsurf.

membranas, cita-se que o CP ¢ um descritor adimensional,
que descreve a interagao entre um composto anfifilico e
uma membrana bioldgica. Esta interacao depende da area
hidrofilica molecular, do volume da por¢ao hidrocarbonica
e o maximo de comprimento que a cadeia pode assumir
(Cruciani et al., 2000; Cruciani, Pastor, Guba, 2000).
Os integy moments se assemelham aos momentos
dipolares, altos valores de IW indicam alta concentracao de
regides hidrofilicas em determinadas por¢des das molécu-
las, enquanto que valores elevados de ID indicam a clara
concentracao de por¢gdes hidrofébicas nos ligantes
(Cruciani et al., 2000; Cruciani, Pastor, Guba, 2000).
Os fatores de capacidade, CW, representam a razao
entre regides hidrofilicas e a superficie dos compostos em
estudo. Em outras palavras ¢ determinada a quantidade de
regides hidrofilicas por unidade de superficie, sendo a
mesma proporcional a concentragcdo de grupos polares
expostos em relagdo a toda area molecular superficial
(Cruciani et al., 2000; Cruciani, Pastor, Guba, 2000).
Os descritores HB estdo diretamente relacionados
com a quantidade de atomos doadores e/ou aceptores de

ligacdes de hidrogénio nos ligantes. Os descritores de regi-
oes hidrofilicas incluem um envelope molecular acessivel
amoléculas de agua, ressaltando ainda o fato de que estes
sdo, em sua maioria, relevantes na determinagao da parti-
¢do em membranas, nas quais processos de solvatagdo e
dessolvatagdo sdo criticos (Cruciani et al., 2000; Cruciani,
Pastor, Guba, 2000)

A contribui¢do negativa intensa dos descritores [IW
(2) e ID (5) indicam que a presenga de concentragdo tanto
de regides hidrofilicas como de regides hidrofobicas nos
compostos estudados resulta em decréscimo significativo
da poténcia antimicrobiana. A contribui¢do positiva do
descritor D, por outro lado, que se refere a distribuicao de
regides hidrofobicas nos ligantes, indica que se uniforme-
mente distribuida, esta propriedade tende a aumentar a
poténcia dos compostos.

De fato, observa-se, na Figura 7, que compostos com
alto valor de IW, denotados por vetores que apontam do
centro de massa do ligante em direcdo a concentragdo de
regides hidrofilicas, apresentaram menores valores de po-
téncia antimicrobiana, enquanto que derivados com distri-
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5-nitro-2-tiofilideno 4-sulfamoilbenzidrazida

5-nitro-2-tiofilideno benzidrazida

Wi

- I

CIM= 16,67 M

5-nitro-2-tiofilideno 4-acetillbenzidrazida

N

4. ~ [} -._,

CIM =044 M

FIGURA 7 - Representagdo esquematica dos integy
moments hidrofilicos (IW), representados por vetores em
vermelho, dos derivados p-sulfamoil, p-acetil substituidos
e do composto nao substituido.

bui¢do uniforme da hidrofobicidade e baixa concentragio
de regides hidrofilicas resultaram em valores maiores de
atividade biologica (Figura 8).

Observa-se, pela Figura 8, que a alta concentragao de
regides hidrofilicas proporcionada pelo substituinte direta-
mente ligado ao anel benzénico da 5-nitro-2-tiofilideno 4-
sulfamoilbenzidrazida contribui consideravelmente para o
decréscimo de poténcia constatado para este composto.
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A contribuigdo positiva de CW1 e W2 provavelmente
se relaciona a pequena, mas absolutamente necessaria,
quantidade de regides hidrofilicas por unidade de superfi-
cie presentes nas moléculas, sendo estas essenciais para a
difusdo dos compostos através das membranas bioldgicas
mediadas por processos de solvatagdo e dessolvatacao.

A contribui¢do positiva do parametro de critical
packing, CP, que nada mais ¢ do que a razao entre por¢oes
hidrofobicas e hidrofilicas dos ligantes, indica, em conjunto
com o descritor D, a importancia da distribui¢cao uniforme
da hidrofobicidade nos ligantes bem como da presenga de
alguns pontos hidrofilicos nos derivados para que ocorra o
processo de difusdo através das membranas biologicas.

Vale ressaltar que os dados de atividade bioldgica
utilizados neste trabalho se referem a poténcia
antimicrobiana das 5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas
substituidas. Este tipo de medida da atividade ¢ amplo ndo
podendo ser atribuido exclusivamente a processos
farmacocinéticos ou farmacodindmicos. De fato, este tipo
de medida engloba provavelmente ambos processos, permi-
tindo-nos atribuir a relevancia dos descritores gerados no
Volsurf a capacidade de difusdo dos compostos nas mem-
branas bioldgicas para posterior desencadeamento da ati-
vidade farmacologica.

Como citado anteriormente, os descritores HB estdo
relacionados a subunidades dos compostos em que existe a
possibilidade de formacao de liga¢des de hidrogénio. Obser-
vou-se a contribui¢do positiva dos descritores HB2 (probe
0) e HB7 (probe N), ressaltando a capacidade doadora e
receptora de hidrogénio dos compostos da série em estudo.

Os descritores relacionados ao carater doador e re-
ceptor de ligacdes de hidrogénio gerados pelo programa
Volsurf apresentaram influéncia diferenciada sobre a po-
téncia antimicrobiana. No caso do descritor HB2, que se
refere ao carater doador de ligagdo de hidrogénio, obser-
vou-se contribuigdo positiva para a atividade, enquanto que
no caso do descritor HB7, relacionado ao carater receptor
de ligacao de hidrogénio, evidenciou-se contribuicao nega-
tiva intensa em relacdo a atividade.

A partir destes resultados pode-se inferir duas infor-
magoes distintas e de extrema relevancia: a primeira delas
estaria relacionada a importancia da disponibilidade do
hidrogénio ligado ao nitrogénio azometinico (A) para for-
magcao de ligagdes de hidrogénio, enquanto que a contribui-
¢do negativa intensa do descritor HB7 sugere que ligacdes
de hidrogénio envolvendo os grupos carbonila (B) e nitro
(C) certamente resultaria em queda pronunciada da ativi-
dade biologica (Figura 9).

A partir do estudo de QSAR-3D realizado neste tra-
balho, por aplicagdo do programa Volsurf, obtiveram-se al-
gumas informagdes estruturais da série de compostos estu-
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5-nitro-2-tiofilideno 4-
aqetilbenzidmzida

5-nitro-2-tiofilideno 4-

ggmoilbenzidrazida

FIGURA 8 - Representagao esquematica da distribui¢ao da hidrofobicidade (amarelo) e da hidrofilicidade (azul) nas 5-

nitro-2-tiofilideno benzidrazidas substituidas.

Regides doadoras de ligagdo de hidrogénio

Regioes aceptoras de ligacdo de hidrogénio

FIGURA 9 - Regides com capacidades doadora (A) e aceptora (B, C) de ligagdes de hidrogénio das 5-nitro-2-tiofilideno

benzidrazidas substituidas.

dada que sao fundamentais para o entendimento do seu me-
canismo de intera¢do com a biofase. Em concordancia com
o estudo classico (QSAR-2D), anteriormente por nos rea-
lizado (Masunari, Rezende, Tavares, 2004; Masunari,
Tavares, 2006a) evidenciou-se a hidrofobicidade como
propriedade fundamental na determinagao de bons perfis de
atividade antimicrobiana dos compostos estudados. A gran-
de vantagem da presente abordagem em relagdo ao estudo
de QSAR-2D, entretanto, esta relacionada ao maior
detalhamento da influéncia da hidrofobicidade sobre a re-
ferida atividade. Pode-se especificar, por meio dos

descritores gerados pelo Volsurf, que a influéncia positiva
da hidrofobicidade estaria relacionada a distribuicao uni-
forme desta propriedade na superficie dos ligantes, ja que
a presenca de regides hidrofobicas concentradas influenci-
am negativamente a atividade antibacteriana.
Verificou-se, ainda, que a presenca pontual de regi-
oes hidrofilicas ¢ fator de essencial importancia, j4 que pro-
cessos de solvatagao e dessolvatagdo exercem papel criti-
co na difusdao dos compostos através das membranas bio-
logicas. Com isso, pode-se afirmar que a aplicag@o do es-
tudo de QSAR-3D evidenciou a notéria importancia de um
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balanco lipofilico-hidrofilico adequado para um bom de-
sempenho das 5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas substitu-
idas como agentes antimicrobianos

CONCLUSAO

No estudo de QSAR-3D desenvolvido com aplicagdo
do programa Volsurf, evidenciou-se que a hidrofobicidade se
mostra como propriedade fundamental para o condiciona-
mento da atividade antimicrobiana de 5-nitro-2-tiofilideno
benzidrazidas substituidas. Esta abordagem permitiu, tam-
bém, compreensido mais detalhada de como esta
hidrofobicidade influencia a bioatividade dos compostos da
série estudada, constatando que bons perfis de atividade
antimicrobiana estao relacionados nao apenas com a distri-
buigdo uniforme da hidrofobicidade na superficie dos
ligantes, mas também com a presenca de regides hidrofilicas
pontuais. As regioes hidrofilicas estariam diretamente asso-
ciadas a processos de solvatagdo e dessolvatagdo para a di-
fusdo através de membranas bioldgicas, fator essencial no
mecanismo de transferéncia do ligante até o seu sitio de agao.

ABSTRACT

3D QSAR studies of 5-nitrothiophene derivatives
with antimicrobial activity against multidrug-
resistant Staphylococcus aureus

Studies in three-dimensional molecular fields generally
contain a large amount of data, some of which are
redundant or not relevant. The program Volsurf, a quite fast
method, is able to compress the relevant information present
in 3D molecular structures into a few easy bidimensional
descriptors. This study correlates the antimicrobial activity
of eighteen 5-nitro-2-thiophylidene derivatives against
multidrug-resistant Staphylococcus aureus with three-
dimensional molecular fields of these ligands. For
molecular structures sketching and 3D conversion, Sybyl
and CORINA programs were used, respectively. The GRID
force field was applied to generate the 3D interaction
energies. The Volsurf characterization results on significant
statistic model with 48 descriptors (r* = 0,93, ¢°= 0,87),
observing a significant influence of hydrophobic properties
on antimicrobial activity performance.

UNITERMS: 3D QSAR. Volsurf Program. Staphylococcus
aureus/resistance. Nifuroxazide.
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