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Estudos de QSAR-3D em derivados 5-nitro-2-tiofilidênicos com atividade
frente a Staphylococcus aureus multi-resistente
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Campos moleculares extraídos de aplicativos utilizados em estudos
de QSAR-3D apresentam, em geral, grande número de
informações, muitas vezes irrelevantes na expressão da atividade
biológica. O programa Volsurf converte as informações presentes
em mapas de energia de interação tridimensionais em número
reduzido de descritores bidimensionais que se caracterizam como
de fácil entendimento e interpretação. Assim, foram avaliados,
neste estudo, dezoito derivados 5-nitro-2-tiofilidênicos com
atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus multi-
resistente, correlacionando as características tridimensionais
destes ligantes com a referida atividade. Para o desenho e
conversão tridimensional dos ligantes foram utilizados os
aplicativos Sybyl (Tripos Inc) e CORINA (Molecular Networks
GmbH Computerchemie), respectivamente. Os campos de
interação molecular foram calculados no programa GRID
(Molecular Discovery Ltd). A aplicação do programa Volsurf
(Molecular Discovery Ltd) resultou em modelo estatisticamente
robusto (r2 = 0,93, q2 = 0,87) com 48 descritores estruturais,
mostrando ser a hidrofobicidade propriedade fundamental no
condicionamento da atividade antimicrobiana.
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INTRODUÇÃO

O uso abusivo e indiscriminado de agentes antimi-
crobianos tem proporcionado o surgimento de resistência
microbiana aos fármacos de uso corrente e, como conse-
qüência, determina a necessidade de busca de sucedâneos
que possam vir a substituir aqueles que já não têm eficácia.

Mortes associadas a infecções bacterianas variam de
12% a 81% no mundo todo, dependendo das condições e
particularidades dos tipos de pacientes e tratamentos utili-

zados, observando-se que a elevação das taxas de morta-
lidade está associada, fundamentalmente, ao aumento do
espectro de resistência dos patógenos (Diekema, Pfaller,
2003). Cerca de 50% a 87% das infecções hospitalares, têm
como agente responsável o Staphylococcus aureus, sendo
que em 16% a 43% dos casos os pacientes evoluem para o
óbito em função do amplo espectro de resistência 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 história do desenvolvimento e descoberta de
fármacos antimicrobianos, inserem-se os compostos
nitrofurânicos, que foram os primeiros fármacos nitro-
heterocíclicos introduzidos na quimioterapia e vêm sendo
utilizados desde a década de 1940 para o tratamento de in-
fecções do trato urinário (Venuti, 1995). Estudos relacio-
nados à atividade antimicrobiana destes compostos mostra-
ram que a maioria dos derivados ativos apresentava amplo
espectro de ação, agindo não apenas sobre bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas como, algumas vezes também,
sobre protozoários (Gelb, 2002; Tavares et al., 1999; El-
Obeid, Elnima, Al-Badar, 1985; Avril et al., 1980). Com-
postos nitrofurânicos utilizados como antibacterianos apre-
sentam em comum o grupo azometínico (-CH=N-N<) liga-
do ao carbono 2 do anel 5-nitrofurânico resultando, prova-
velmente, em sinergismo farmacológico entre estas duas
subestruturas (Foye, Lemke, Willians, 1995; Korolkovas,
1988). Apresenta-se, na Figura 1, o grupo farmacofórico
de compostos nitrofurânicos com atividade antibacteriana.

Como requisito indispensável para o desencadea-
mento da atividade biológica desses compostos identifica-
se a biorredução do grupo nitro, que resulta na perturbação
do fluxo fisiológico de elétrons, inibindo enzimas associa-
das ao processo de produção de energia celular, processo
vital para a manutenção bioquímica 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 é a propriedade físico-química que mais
influencia a atividade antibacteriana em série de derivados
do 5-nitrofurano com estrutura análoga à nifuroxazida, 5-
nitro-2-furfurilideno 4-hidroxibenzidrazida (Figura 2).

 Foi verificado por esses autores que a substituição
do anel furânico por tiofênico favorece significativamente
a referida atividade para os compostos p-acetil substituí-
dos, cujo valor de concentração inibitória mínima para o
derivado tiofênico mostrou-se cerca de quatro vezes menor
que o determinado para o derivado furânico. Vale ressaltar,
ainda, que a 5-nitro-2-tiofilideno 4-acetilbenzidrazida se
mostrou pronunciadamente mais ativa que alguns fármacos
nitrofurânicos utilizados na terapêutica como a
nitrofurantoína e a própria nifuroxazida (Masunari et al.,
2003; Tavares et al., 1999a; Tavares, Penna, Amaral,
1997).

Comprovadas as atividades antibacteriana e
antiprotozoária dos derivados 5-nitrotiofênicos estudados
nesse trabalho (Masunari, 2006; Dias, 2005; Furlaneto,
2005) aliado ao fato de pesquisadores aprofundarem cada
vez mais o entendimento do seu mecanismo de ação, acre-
dita-se que estudos voltados para o aproveitamento desses
compostos como fármaco constitui-se em alternativa extre-
mamente viável para controle de doenças de caráter
emergencial. Ressalta-se que no planejamento e desenvol-
vimento de novos agentes que sejam eficazes no tratamento
de infecções causadas por bactérias multi-resistentes, ob-
serva-se alta viabilidade de aplicação de metodologias de
potencialização da atividade farmacológica 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 últimas
décadas na área de desenvolvimento de novos fármacos,
são os estudos de QSAR-3D (3D Quantitative Structure-
Activity Relationships), que passaram a apresentar maior
impacto e aplicabilidade a partir da introdução 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 interações ligante-receptor não são covalentes e que,
alterações na atividade biológica podem estar relacionadas
a mudanças nos campos estereoquímicos e eletrostáticos.

A evolução do conhecimento na área de biologia
molecular como a caracterização precisa dos sítios de liga-
ção em complexos ligante-receptor, contribuiu significati-
vamente para a aplicação e entendimento da análise de
QSAR-3D. Muitos métodos, entretanto, baseiam o cálcu-
lo de propriedades moleculares nas conformações absolu-
tas dos compostos no espaço. Isso implica o fato de que a
conformação selecionada para o estudo de QSAR passa a
exercer papel fundamental na obtenção de dados válidos e

FIGURA 1 -  Grupo farmacofórico de compostos
nitrofurânicos com atividade antibacteriana.

FIGURA 2 - Estrutura química da nifuroxazida
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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) é um método computacional que pro-
duz e explora as propriedades físico-químicas espaciais de
molécula ou de um conjunto delas, a partir de mapas
tridimensionais de energia de interação gerados entre mo-
léculas e probes. O conceito básico deste programa é con-
verter a informação presente em mapas tridimensionais
gerados pelo programa GRID (Bobbyer et al., 1989;
Goodford, 1985) em número reduzido de descritores de
fácil interpretação. Assim, tamanho, forma, ligações de
hidrogênio e hidrofobicidade podem ser quantitativamente
diferenciados em uma série análoga de moléculas. Vale
ressaltar que a extração de informações químicas a partir
de mapas de campos moleculares e a subseqüente geração
de descritores estruturais apresentam papel fundamental no
processo de otimização de estruturas líderes (Cruciani et
al., 2000). Além disso, modelos gerados pelo programa
Volsurf são pouco influenciados pela conformação espacial
dos compostos e não requerem o alinhamento das molécu-
las em estudo, duas vantagens que, em conjunto, viabilizam
consideravelmente a utilização deste aplicativo quando não
se conhece a estrutura do sítio receptor (Cruciani et al.,
2000).

Com a finalidade de se determinar quantitativamente
a influência de descritores estruturais de caráter físico-
químico sobre a atividade antimicrobiana de 5-nitro-2-
tiofilideno benzidrazidas substituídas, considerando suas
características tridimensionais, desenvolveu-se o estudo de
QSAR-3D por aplicação 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 predição da
atividade antimicrobiana da série estudada.

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se
aprofundar, ainda mais, o estudo de características estrutu-
rais que determinam a atividade antimicrobiana de derivados
5-nitro-2-tiofilidênicos, com vistas à seleção de possíveis
candidatos a análise farmacológica mais ampla.

MATERIAL E MÉTODOS

Compostos estudados

Foram estudadas dezoito 5-nitro-2-tiofilideno
benzidrazidas p-X-substituídas, em que X = H, Cl, I, Br, n-
C3H7, i-C3H7, n-C4H9, OC3H7, OC4H9, NHC4H9, CH=CH2,
COCH3, C2H5, CH3, CN, NO2, SO2NH2. Foi incluído, ain-
da, no estudo o derivado m,p-Cl2 dissubstituído. Todos os

compostos foram previamente sintetizados e identificados
pelo grupo de pesquisa do Laboratório de Planejamento e
Desenvolvimento de Fármacos - FBT/FCF-USP
(Masunari, Tavares, 2006b; Masunari et al., 2003;
Rezende et al., 2002; Furlanetto, Santos, Tavares, 2001),
utilizando-se as análises espectrométricas de RMN-1H,
RMN-13C e Infravermelho como metodologias de confir-
mação da estrutura química dos análogos. A faixa de fusão
e a análise elementar foram utilizadas como avaliação do
grau de pureza dos compostos.

Ensaio microbiológico

A avaliação da atividade antimicrobiana dos compos-
tos da série estudada frente às cepas padrão (ATCC 25923)
e multi-resistente (3SP/R33) de Staphylococcus aureus
(Oliveira et al., 2001) foi feita por determinação da concen-
tração inibitória mínima, CIM, aplicando método clássico
de macrodiluição sucessiva em tubos (Collins, 1995;
Tavares, 1993). Na primeira etapa, fase I, determinou-se a
atividade antimicrobiana com fator de diluição de ordem 2.
Na segunda etapa, fase II, utilizou-se metodologia adapta-
da por Tavares e colaboradores (Tavares, 1993; Tavares,
Penna, Amaral, 1997), que consiste no estreitamento da
faixa de concentração determinada na fase I, com o propó-
sito de intensificar a sensibilidade do ensaio.

Estudo de QSAR-3D

O estudo de QSAR-3D foi realizado em Estação de
Trabalho Power Challenge 100 da Silicon Graphics, 4 CPU
194 MHz MIPS 10000, 512 MB de memória RAM e sis-
tema operacional IRIX 6.5. Esta etapa do estudo foi reali-
zada no Laboratório de QSAR/QSAR 3-D no Departamen-
to de Química Fundamental do Instituto de Química da
Universidade de São Paulo. Utilizou-se o programa Volsurf
(Cruciani et al., 2000, Cruciani, Pastor, Guba, 2000), cuja
metodologia está fundamentada na conversão de informa-
ções presentes em mapas de campos moleculares
tridimensionais em um número reduzido de descritores
bidimensionais. Ressalta-se que o Volsurf não possui o
módulo de conversão de estruturas bidimensionais para
estruturas tridimensionais, tornando necessária, desta for-
ma, a utilização de aplicativos desenvolvidos para esta fi-
nalidade como CONCORD ou CORINA, para a posterior
análise de imagem.

As estruturas químicas dos dezoito análogos em es-
tudo foram construídas, inicialmente, no programa Sybyl
versão 6.9.1. (Tripos Inc) e importadas para o programa
CORINA versão 3.0 (Molecular Networks GmbH
Computerchemie) para a geração das estruturas
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tridimensionais. O CORINA se baseia em regras fixas pré-
estabelecidas, que têm como referência dados de
cristalografia de raios-X. Este programa considera aspec-
tos conformacionais dos ligantes e os submete a configura-
ções de energia mínima.

Determinadas as estruturas tridimensionais dos
ligantes no CORINA, os arquivos foram exportados para
o programa Volsurf, versão 3.0.11 (Molecular Discovery
Ltd.) para início dos cálculos. O programa GRID consti-
tui parte integrante deste e possui a função de gerar os cam-
pos de interação molecular conhecidos como MIF’s
(Molecular Interactions Fields). Para a geração dos MIF’s
utilizou-se uma caixa de pontos com espaço entre os nós de
0,5 Å e foram selecionados quatro probes. A saber: H2O
(probe hidrofílico), DRY (probe hidrofóbico), NH amídico
(doador de ligações de hidrogênio) e CO carbonílico
(aceptor de ligações de hidrogênio). Utilizou-se para
os cálculos valores de atividade biológica na forma de po-
tência antimicrobiana (log 1/CIM).

O processo de validação dos modelos obtidos foi fei-
to por análise de PLS (Partial Least Squares) (Wold,
Johanson, Cocchi, 1993, Geladi, Kowalski, 1986), cuja apli-
cação é recomendada em casos em que se dispõe de um nú-
mero de dados experimentais muito inferior ao número de
descritores gerados. Este algoritmo é altamente recomendado
em estudos de QSAR-3D pelo fato de que, ao contrário da
regressão linear múltipla (RLM), dados com alta correlação
(colinearidade) e/ou ruído ou, ainda, muitas variáveis X
(descritores estruturais) podem ser analisadas.

Todo padrão de performance do PLS pôde ser ava-
liado pela análise conjunta da relevância de cada descritor
estrutural gerado, pela observação do gráfico de Ycalc. vs
Yexp (potência antimicrobiana calculada pelo modelo versus
potência antimicrobiana determinada experimentalmente)
e pelo gráfico de SDEC (desvio padrão do erro de cálculo)
vs SDEP (desvio padrão do erro de predição), que indica
para cada componente analisado o valor de R2 (variância
explicada no ajuste) e de Q2 (variância explicada na predi-
ção). Para o estudo da magnitude da influência dos
descritores gerados sobre a potência antimicrobiana da
série estudada foi analisado, ainda, o gráfico de coeficien-
tes do modelo de PLS.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Síntese e avaliação da atividade antimicrobiana

Foram sintetizadas e testadas, neste estudo, quatorze
5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas, sintetizadas em três
etapas, a saber: obtenção de benzoatos de metila (2) a partir
de ácidos benzóicos, obtenção de benzidrazidas (3) a par-

tir de benzoatos de metila e obtenção de bases de Schiff (4)
a partir de benzidrazidas substituídas e 5-nitro-2-
tiofenocarboxaldeído (Tavares et al., 1999; Masunari et
al., 2003) (Figura 3).

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

Para a avaliação da atividade antimicrobiana, deter-
minou-se a concentração inibitória mínima, CIM, frente às
cepas padrão (ATCC 25923) e multi-resistente (3SP/R33)
(Oliveira et al., 2001) de Staphylococcus aureus seguindo
metodologia de macrodiluição 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 5-nitro-2-
tiofilideno-4-acetilbenzidrazida (XIV) é o composto mais
ativo enquanto que a 5-nitro-2-tiofilideno-4-
butilbenzidrazida (XI) é o composto de mais baixa ativi-
dade (Tabela I).

Os resultados obtidos para a cepa multi-resistente
(Tabela 1), sugerem que o derivado não substituído (I)
apresenta primordialmente atividade bacteriostática, já que
o valor de CBM determinado é muito maior que o de CIM.
Por outro lado, os derivados p-Br (V), p-Cl (II), m,p-Cl2
(III) e p-COCH3 (XIV) exibiram excelente atividade
bacteriostática e exerceram efeito bactericida em concen-
trações relativamente baixas, mostrando que estes deriva-
dos são mais potentes entre os compostos estudados.

Estudos de QSAR-3D

Após a conversão dos dezoito derivados 5-nitro-2-
tiofilidênicos 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 interação molecular
por aplicação do programa GRID (Bobbyer et al., 1989;

FIGURA 3 -  Rota de síntese para a obtenção das 5-nitro-
2-tiofilidenobenzidrazidas.
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Goodford, 1985), sendo estes posteriormente convertidos,
por aplicação do programa Volsurf, em 48 descritores es-
truturais de caráter físico-químico.

Procedeu-se a análise de PLS (van de Waterbeemd,
1996; Wold, Johanson, Cocchi, 1993; Geladi, Kowalski,
1986) para relacionar os dados experimentais de potência
antimicrobiana (matriz Y) com a matriz X de descritores
moleculares. Vale ressaltar que as variáveis latentes gera-
das no PLS nada mais são que a combinação linear das
variáveis X originais, sendo o número de variáveis latentes
significativas determinado por validação cruzada. Utilizou-
se a opção leave one out (Cruciani et al., 2000; Wold,
Johanson, Cocchi, 1993; Geladi, Kowalski, 1986), que
consiste na construção de modelos que prevêem o valor de
atividade biológica dos compostos em estudo, neste caso
potência antimicrobiana, excluindo temporariamente um
dos compostos da análise. Este processo foi repetido até
que cada um dos dezoito compostos estudados fosse pelo
menos uma vez excluídos da construção dos modelos.

Inicialmente gerou-se modelo bruto com 88
descritores estruturais e duas componentes principais
(CP’s). Apesar do valor de R2 = 0,91 apresentar-se aceitá-
vel, indicando boa correlação entre os valores de potência
determinados experimentalmente e os valores calculados
pelo modelo, observou-se valor de Q2 = 0,26, muito baixo,
explicitando, assim, sua baixa capacidade de predição.

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

A classificação do derivado p-acetil substituído
(XIV) como um provável outlier no estudo em três dimen-
sões corrobora o estudo clássico anteriormente realizado
por nosso grupo (Masunari, Rezende, Tavares, 2004;
Masunari, Tavares, 2006a), em que se constatou, para este

TABELA I - Concentração inibitória mínima, CIM, de 5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas frente às cepas ATCC 25923
e 3SP/R33 I de Staphylococcus aureus II

No R1 R2 Cepa ATCC 25923 Cepa 3SP/R33
CIM (μg/mL)* CIM (μg/mL)* CBM (μg/mL)**

I H H ≤ 4,59 ≤ 7,81 ≥ 125,00
II Cl H ≤ 1,71 ≤ 2,18 4,37 - 2,18
III Cl Cl ≤ 0,76 ≤ 0,63 0,63 - 1,27
IV I H ≤ 5,62 ≤ 11,10 > 88,80 ****
V Br H ≤ 0,75 ≤ 1,25 1,25 - 0,63
VI n-C3H7 H ≤ 11,60 ≤ 14,50 > 29,00****
VII i-C3H7 H ≤ 9,06 ≤ 10,04 > 40,16 ****
VIII OC3H7 H ≤ 8,10 — —***
IX OC4H9 H ≤ 12,30 ≤ 20,62 > 41,24 ****
X NHC4H9 H ≤ 7,75 ≤ 12,45 > 49,80 ****
XI n-C4H9 H ≤ 13,50 ≤ 25,40 > 50,80 ****
XII C2H5 H ≤ 6,75 ≤ 11,60 > 92,80 ****
XIII CH=CH2 H ≤ 4,72 ≤ 6,75 > 54,00 ****
XIV COCH3 H ≤ 0,14 ≤ 0,22 0,44 - 0,22

nitrofurantoína 16,00 III —
nifuroxazida 3,60 IV —

 Notas: * Leituras de inibição/crescimento realizadas após 18 horas de incubação a 35 oC; ** As leituras da concentração
bactericida mínima, CBM, foram realizadas após 24 horas de incubação a 35 oC; *** CIM não determinada devido à
insolubilidade do derivado nas concentrações requeridas no ensaio; **** compostos que não apresentaram atividade
bactericida nas condições de solubilidade permitidas pelo ensaio; I Oliveira et al., 2001; II Masunari et al., 2003; III Jones
et al., 1993; IV Tavares, Penna, Amaral, 1997.
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análogo, padrão de comportamento totalmente diferenciado
dos demais componentes da série.

Retirando o p-acetil derivado (XIV) do modelo, obser-
vou-se melhora significativa dos parâmetros estatísticos,
ressaltando, em especial, os valores de Q2 e de SDEP, que
passaram de 0,26 e 0,40 para 0,80 e 0,17, respectivamente.

A atividade antimicrobiana do p-acetil derivado (XIV)
se mostrou flagrantemente acima da linha de tendência dos
demais componentes da série, permitindo, com isso,
classificá-lo como super ativo. Com base em estudos reali-
zados até momento, no entanto, não se pode afirmar, com
segurança, quais seriam as interações envolvidas ou quais
seriam as principais propriedades físico-químicas responsá-
veis por tão pronunciada atividade. Acredita-se que o efeito
de campo do grupo acetil, somado a um balanço lipofílico-
hidrofílico adequado deste composto provavelmente estari-
am contribuindo para tão pronunciada atividade. Ressalta-
se também que para que o p-acetil derivado seja classifica-
do como um outlier, ainda são necessárias informações mais
aprofundadas referentes ao comportamento deste composto.

Notou-se como limitação do segundo modelo gerado,
entretanto, o número elevado de componentes principais
envolvidas, já que os melhores parâmetros estatísticos fo-
ram obtidos para 6 CP’s. Ressalta-se que um grande núme-
ro de CP’s torna a análise mais difícil, já que quanto mais
se adicionam componentes principais para explicar um
modelo, maior será o risco de resultar em ajuste forçado do

modelo aos dados. Obviamente, como conseqüência dire-
ta do ajuste forçado, 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 sobreposição de informações, tor-
nando evidente, em alguns casos, a redundância de dados.
De fato, de acordo com Cruciani e colaboradores (Cruciani
et al., 2000; Cruciani, Pastor, Guba, 2000), em uma aná-
lise de PLS é muito comum que se obtenha na matriz de
descritores (matriz X) um número considerável de variáveis
que não apresentam, necessariamente, relação direta com a
atividade biológica, proporcionando, desta forma, uma des-
crição estrutural inconsistente para aplicação em estudos de
QSAR-3D. Sabe-se, ainda, que é praticamente impossível a
geração de bons modelos de PLS quando uma única variá-
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 predição e significância, utilizam-se
procedimentos matemáticos de seleção de variáveis conti-
dos neste mesmo programa. No caso deste estudo utilizou-
se o FFD (Fractional Fatorial Design) no qual são
selecionadas apenas as variáveis que aumentam a capaci-
dade preditiva do modelo de PLS. Aplicou-se o FFD na
opção fold over design, que consiste na repetição de todas
as combinações de variáveis invertendo o padrão de sinais

FIGURA 4 - Valores de potência antimicrobiana calculados (Ycalc) pelo modelo bruto com 2 CP’s versus potência
antimicrobiana determinada experimentalmente.
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na matriz de combinação de forma a resultar em avaliação
muito mais segura do efeito de uma variável ou de um con-
junto delas na capacidade de predição do modelo. A aplica-
ção do FFD resultou em redução considerável do número
de variáveis, de 88 para 48, eliminando informações redun-
dantes presentes no modelo bruto.

Classificou-se como melhor modelo que correla-
cionou a potência antimicrobiana com a estrutura
tridimensional da série de compostos estudada, o modelo
com 48 descritores estruturais e com valores de R2 = 0,93
e Q2 = 0,87 para três CP’s, sendo importante citar que o alto
valor do coeficiente de correlação de predição ao quadra-
do (Q2) demonstra a excelente capacidade de predição do
modelo. Ressalta-se, ainda, que o baixo valor de SDEP
(desvio padrão do erro de predição), em torno de 0,14, cor-
robora a capacidade preditiva do modelo final. Apresenta-
se, na Figura 5, o gráfico dos valores de potência antimi-
crobiana experimentais e calculados pelo modelo final
obtido no Volsurf para três CP’s.

A aplicação do FFD possibilitou a simplificação do
modelo bruto inicialmente obtido sem, entretanto, compro-
meter seu significado e capacidade de predição. De acordo
com o gráfico dos coeficientes de PLS (Figura 6), obser-
vou-se a contribuição positiva dos descritores CW1 (fator
de capacidade), D1-D8 (distribuição de regiões hidrofó-
bicas), CP (Critical Packing), HB2 (doador de ligações de

hidrogênio) e W2 (distribuição de regiões hidrofílicas) so-
bre a bioatividade dos compostos representada pela potên-
cia antimicrobiana. Observou-se, por outro lado, contribui-
ção negativa dos descritores W5-W8 (distribuição de
regiões hidrofílicas), IW1-IW3 (Integy- Interaction Energy
-Moments Hidrofílicos), CW2-CW7 (fator de capacidade);
ID1-ID8 (Integy - Interaction Energy  Moments
Hidrofóbicos), HB4-HB8 (doador de ligação de hidrogê-
nio), W3-W8 (distribuição de regiões hidrofílicas), HB7
(aceptor de ligações de hidrogênio).

Descritores gerados pelo Volsurf apresentam signifi-
cados claros que se referem tanto à distribuição de regiões
hidrofóbicas e hidrofílicas quanto em relação à formação
de ligações de hidrogênio. Os descritores W se referem ao
tamanho das regiões hidrofílicas distribuídas pelos ligantes,
enquanto os descritores D se referem ao tamanho das re-
giões hidrofóbicas. O parâmetro de critical packing, CP, se
refere à razão entre porções D e W dos ligantes e os Integy
moments hidrofílicos (IW) e hidrofóbicos (ID) medem o
desequilíbrio entre o centro de massa dos compostos e o
baricentro das regiões hidrofílicas e hidrofóbicas, respec-
tivamente (Cruciani et al., 2000; Cruciani, Pastor, Guba,
2000).

O parâmetro de critical packing, CP, em conjunto
com o parâmetro de tamanho das regiões hidrofóbicas, D,
são excelentes para prever a capacidade de partição em

FIGURA 5 - Valores de potência antimicrobiana calculados (Ycalc) por modelo gerado no Volsurf com 3CP’s versus potência
antimicrobiana determinada experimentalmente (Yexp).
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membranas, cita-se que o CP é um descritor adimensional,
que descreve a interação entre um composto anfifílico e
uma membrana biológica. Esta interação depende da área
hidrofílica molecular, do volume da porção hidrocarbônica
e o máximo 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 concentração de
regiões hidrofílicas em determinadas porções das molécu-
las, enquanto que valores elevados de ID indicam a clara
concentração de porções hidrofóbicas nos ligantes
(Cruciani et al., 2000; Cruciani, Pastor, Guba, 2000).

Os fatores de capacidade, CW, representam a razão
entre regiões hidrofílicas e a superfície dos compostos em
estudo. Em outras palavras é determinada a quantidade de
regiões hidrofílicas por unidade de superfície, sendo a
mesma proporcional à concentração de grupos polares
expostos em relação a toda área molecular superficial
(Cruciani et al., 2000; Cruciani, Pastor, Guba, 2000).

Os descritores HB estão diretamente relacionados
com a quantidade de átomos doadores e/ou aceptores de

ligações de hidrogênio nos ligantes. Os descritores de regi-
ões hidrofílicas incluem um envelope molecular acessível
a moléculas de água, ressaltando ainda o fato de que estes
são, em sua maioria, relevantes na determinação da parti-
ção em membranas, nas quais processos de solvatação e
dessolvatação são críticos (Cruciani et al., 2000; Cruciani,
Pastor, Guba, 2000)

A contribuição negativa intensa dos descritores IW
(2) e ID (5) indicam que a presença de concentração tanto
de regiões hidrofílicas como de regiões hidrofóbicas nos
compostos estudados resulta em decréscimo significativo
da potência antimicrobiana. A contribuição positiva do
descritor D, por outro lado, que se refere à distribuição de
regiões hidrofóbicas nos ligantes, indica que se uniforme-
mente distribuída, esta propriedade tende a aumentar a
potência 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 direção à concentração de
regiões hidrofílicas, apresentaram menores valores de po-
tência antimicrobiana, enquanto que derivados com distri-

FIGURA 6 - Gráfico dos coeficientes de PLS para os descritores gerados no Volsurf.
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FIGURA 7 - Representação esquemática dos integy
moments hidrofílicos (IW), representados por vetores em
vermelho, dos derivados p-sulfamoil, p-acetil substituídos
e do composto não substituído.

buição uniforme da hidrofobicidade e baixa concentração
de regiões hidrofílicas resultaram em valores maiores de
atividade biológica (Figura 8).

Observa-se, pela Figura 8, que a alta concentração de
regiões hidrofílicas proporcionada pelo substituinte direta-
mente ligado ao anel benzênico da 5-nitro-2-tiofilideno 4-
sulfamoilbenzidrazida contribui consideravelmente para o
decréscimo de potência constatado para este composto.

A contribuição positiva de CW1 e W2 provavelmente
se relaciona à pequena, mas absolutamente necessária,
quantidade de regiões hidrofílicas por unidade de superfí-
cie presentes nas moléculas, sendo estas essenciais para a
difusão dos compostos através das membranas biológicas
mediadas por processos de solvatação e dessolvatação.

A contribuição positiva do parâmetro de critical
packing, CP, que nada mais é do que a razão entre porções
hidrofóbicas e hidrofílicas dos ligantes, indica, em conjunto
com o descritor D, a importância da distribuição uniforme
da hidrofobicidade nos ligantes bem como da presença de
alguns pontos hidrofílicos nos derivados para que ocorra o
processo de difusão através das membranas biológicas.

Vale ressaltar que os dados de atividade biológica
utilizados neste trabalho se referem à potência
antimicrobiana das 5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas
substituídas. Este tipo de medida da atividade é amplo não
podendo ser atribuído exclusivamente a processos
farmacocinéticos ou farmacodinâmicos. De fato, este tipo
de medida engloba provavelmente ambos processos, permi-
tindo-nos atribuir a relevância dos descritores gerados no
Volsurf à capacidade de difusão dos compostos nas mem-
branas biológicas para posterior desencadeamento da ati-
vidade farmacológica.

Como citado anteriormente, os descritores HB estão
relacionados a subunidades dos compostos em que existe a
possibilidade de formação de ligações de hidrogênio. Obser-
vou-se a contribuição positiva dos descritores HB2 (probe
O) e HB7 (probe N), ressaltando a capacidade doadora e
receptora de hidrogênio dos compostos da série em estudo.

Os descritores relacionados ao caráter doador e re-
ceptor de ligações de hidrogênio gerados pelo programa
Volsurf apresentaram influência diferenciada sobre a po-
tência antimicrobiana. No caso do descritor HB2, que se
refere ao caráter doador de ligação de hidrogênio, obser-
vou-se contribuição positiva para a atividade, enquanto que
no caso do descritor HB7, relacionado ao caráter receptor
de ligação de hidrogênio, evidenciou-se contribuição nega-
tiva intensa em relação à atividade.

A partir destes resultados pode-se inferir duas infor-
mações distintas e de extrema relevância: a primeira delas
estaria relacionada à importância da disponibilidade do
hidrogênio ligado ao nitrogênio azometínico (A) para for-
mação de ligações de hidrogênio, enquanto que a contribui-
ção negativa intensa do descritor HB7 sugere que ligações
de hidrogênio envolvendo os grupos carbonila (B) e nitro
(C) certamente resultaria em queda pronunciada da ativi-
dade biológica (Figura 9).

A partir do estudo de QSAR-3D realizado neste tra-
balho, por aplicação do programa Volsurf, obtiveram-se al-
gumas informações estruturais da série de compostos estu-
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dada que são fundamentais para o entendimento do seu me-
canismo de interação com a biofase. Em concordância com
o estudo clássico (QSAR-2D), anteriormente por nós rea-
lizado (Masunari, Rezende, Tavares, 2004; Masunari,
Tavares, 2006a) evidenciou-se a hidrofobicidade como
propriedade fundamental na determinação de bons perfis de
atividade antimicrobiana dos compostos estudados. A gran-
de vantagem da presente abordagem em relação ao estudo
de QSAR-2D, entretanto, está relacionada ao maior
detalhamento da influência da hidrofobicidade sobre a re-
ferida atividade. Pôde-se especificar, por meio dos

descritores gerados pelo Volsurf, que a influência positiva
da hidrofobicidade estaria relacionada à distribuição uni-
forme desta propriedade na superfície dos ligantes, já que
a presença de regiões hidrofóbicas concentradas influenci-
am negativamente a atividade antibacteriana.

Verificou-se, ainda, que a presença pontual de regi-
ões hidrofílicas é fator de essencial importância, já que pro-
cessos de solvatação e dessolvatação exercem papel críti-
co na difusão dos compostos através das membranas bio-
lógicas. Com isso, pode-se afirmar que a aplicação do es-
tudo de QSAR-3D evidenciou a notória importância de um

FIGURA 8 - Representação esquemática da distribuição da hidrofobicidade (amarelo) e da hidrofilicidade (azul) nas 5-
nitro-2-tiofilideno benzidrazidas substituídas.

FIGURA 9 - Regiões com  capacidades doadora (A) e aceptora (B, C) de ligações de hidrogênio das 5-nitro-2-tiofilideno
benzidrazidas substituídas.
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balanço lipofílico-hidrofílico adequado para um bom de-
sempenho das 5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas substitu-
ídas como agentes antimicrobianos

CONCLUSÃO

No estudo de QSAR-3D desenvolvido com aplicação
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 substituídas. Esta abordagem permitiu, tam-
bém, compreensão mais detalhada de como esta
hidrofobicidade influencia a bioatividade dos compostos da
série estudada, constatando que bons perfis de atividade
antimicrobiana estão relacionados não apenas com a distri-
buição uniforme da hidrofobicidade na superfície dos
ligantes, mas também com a presença de regiões hidrofílicas
pontuais. As regiões hidrofílicas estariam diretamente asso-
ciadas a processos de solvatação e dessolvatação para a di-
fusão através de membranas biológicas, fator essencial no
mecanismo de transferência do ligante até o seu sítio de ação.

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 (r2 = 0,93, q2= 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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