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O avanco de estudos de QSAR (Quantitative Structure-Activity
Relationships) como método de modificacdo molecular racionalmente
planejada vem se constituindo, nos ultimos anos, em alternativa
bastante viavel para o desenvolvimento de ligantes candidatos
potenciais afarmacos. Sendo assim, aliando a excelente aplicabilidade
deste método com o fenomeno de multi-resisténcia bacteriana, realizou-
se, neste trabalho, o estudo, em duas dimensoes, das relagcoes
quantitativas entre a estrutura quimica e a poténcia antimicrobiana
de 5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas substituidas, considerando faixa
de hidrofobicidade otima pré-determinada experimentalmente. A
aplicacdo da Andlise de Hansch/Fujita possibilitou a determinagdo
da influéncia de descritores estruturais de carater fisico-quimico sobre
a referida atividade, indicando ser a hidrofobicidade a propriedade
de maior impacto no desempenho da atividade biologica analisada.
Evidenciou-se, a partir das correlagdes obtidas, o forte potencial de
derivados 5-nitro-2-tiofilidénicos como possivel alternativa para o
desenvolvimento racional, em nivel molecular, de novos farmacos com
atividade antimicrobiana.
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INTRODUCAO

O emprego da meticilina e outras penicilinas sintéticas
como a oxacilina, iniciado em 1959, representou etapa signi-
ficativa na terapia antiestafilocdcica em ambito mundial.
Contudo, a identifica¢do de cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA - Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus) foi registrada em 1962, espalhando-
se rapidamente pelo mundo nos anos subseqiientes.

A partir da década de 1980, as ocorréncias de infec-
¢oes por MRSA aumentaram consideravelmente em vari-

os paises, sendo alguns destes detectados na Australia
(surgimento em 1985 e disseminacao entre 1994-1997)
(Torvaldsen, 1999), na Bélgica (Crowcroft, 1999) e em
Manitoba (surgimento em 1993) (Nicolle, 1999). Em 1994,
Espanha, Franca ¢ Italia eram considerados os paises com
maiores indices de infecgao por MRSA (Voss, 1994).
Ainda hoje, se observa numero crescente de estudos
relacionados a epidemiologia deste microrganismo em cen-
tros que comportam pacientes imunocomprometidos (Lizioli
etal., 2003), que sofreram intervengao cirtirgica (McDonald
etal.,2003), que foram transplantados (Desai ez al., 2003) ou
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que sao portadores de queimaduras graves (Fuchs et al.,
2002), ressaltando a necessidade de desenvolvimento de
farmacos que sejam eficazes no tratamento dessas infeccdes.

Apesar do conceito de que a estrutura quimica de
compostos biologicamente ativos e a sua atividade biolo-
gica estdo intimamente relacionados, ser consideravel-
mente antigo (van de Waterbeend, 1992; Tute, 1990),
grande impulso em estudos dessa area ocorreu apenas ha
cerca de quatro décadas, quando Hansch e Fujita (1964)
propuseram um método voltado para o estudo de relagdes
quantitativas entre estrutura quimica e atividade biologi-
ca.

A Analise de Hansch/Fujita se aplica em estudos de
séries de compostos que apresentam estruturas quimicas si-
milares, sendo que, em linhas gerais, tais estruturas diferem
entre si por variagdes de grupos substituintes em posicoes
definidas. Neste modelo ha a correlagio entre valores de ati-
vidade biologica de série de compostos com suas respecti-
vas propriedades fisico-quimicas, na tentativa de identificar
e caracterizar a influéncia de cada fator fisico-quimico en-
volvido no desencadeamento da atividade biologica. Cita-
se que esta correlacdo pode se dar por regressao linear, re-
gressao linear multipla ou regressdo nao-linear (Tavares,
2004; Gaudio, 1996; Kubinyi, 1993).

Apesar de relativamente antiga, a Andlise de
Hansch/Fujita ainda ¢ amplamente utilizada em trabalhos
de quimica medicinal, j& que estudos em duas dimensdes
(QSAR-2D) sao de extrema importancia pelo fato de for-
necerem subsidios imprescindiveis para a realizagdo de
estudos em trés (QSAR-3D) (Kubinyi, 1993) ou até qua-
tro dimensdes (QSAR-4D) (Hopfinger, 1997). Em outras
palavras, pode-se afirmar que estudos realizados em duas
dimensdes constituem base experimental segura para a
posterior aplicag@o de outros em trés ou quatro dimensoes.
Estes ultimos, apesar de constituirem grande avango na
area de quimica medicinal, apresentam carater predomi-
nantemente tedrico, ressaltando, ainda, o fato de que gran-
de parte dos programas disponiveis nao ¢ auto-suficiente
a ponto de se dispensar dados experimentais.

Apresentam-se como principais vantagens da And-
lise de Hansch/Fujita a predi¢ao da atividade biologica de
compostos analogos ainda desconhecidos, a otimizagao
das propriedades de interesse de compostos com perfil
farmacologico definido (Tute, 1990) e a modificagdo da
atividade bioldgica intrinseca (Lien, 1987).

Compostos nitrofuranicos tém sido utilizados desde
a década de 1940 para o tratamento de infecgdes do trato
urinario, sendo os primeiros farmacos nitro-heterociclicos
introduzidos na quimioterapia (Venuti, 1995). Numero
consideravel de compostos nitrofuranicos com atividade
antibacteriana sao aplicados em medicina veterinaria e
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humana, ja que estes apresentam amplo espectro de agado
e baixa capacidade de indugdo de resisténcia bacteriana
(Petri Jr., 2001; Dayan, Deguingand, Truzman, 1985;
Vozyakova et al., 1978).

Estudos relacionados a atividade antimicrobiana de
compostos S-nitrofuranicos mostraram que a maioria dos de-
rivados ativos apresentava amplo espectro de agdo, agindo ndo
apenas sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
como, algumas vezes também, sobre protozodrios (Tavares et
al., 1999a, 1999b; El-Obeid, Elnima, Al-Badar, 1985; Avril et
al., 1980; Carron et al., 1962). Observa-se, no entanto, que ape-
nas alguns desses derivados sdo utilizados na pratica médica.
Isso se deve tanto ao fato da maioria desses compostos apre-
sentar amplo espectro de acdo antibacteriana (Petri Jr, 2001;
Piscopo et al., 1989; Hirano et al., 1967; Carron et al., 1962;
Green, 1948), como também pelo fato de que, embora muitos
destes exibam boa atividade, alguns apresentam como fator
limitante a alta toxicidade (Foye, Lemke, Willians, 1995;
Korolkovas, 1988; Korolkovas, Burckhalter, 1982; Bambury,
1980; Carron et al., 1962). A furilfuramida, por exemplo, que
se apresenta mutagé€nica em testes in vitro e carcinogénica in
vivo, foi banida como aditivo alimentar no Japao na década de
1970 (Bryan, 1978). Outros farmacos desta classe, porém,
como a nitrofurantoina e a nifuroxazida ainda sao utilizados
como agentes antibacterianos em medicina humana e veteri-
naria por apresentarem toxicidade toleravel. A nitrofurantoina
e onifuratel sdo utilizados em infecgdes do trato genito-urinario
causadas principalmente por bactérias Gram-negativas ou
protozoarios, enquanto que a furazolidona e a nifuroxazida sdo
empregadas no combate a infecgdes do trato gastrintestinal
causadas por bactérias Gram-positivas ou protozoarios (Petri
Jr, 2001; Foye, Lemke, Willians, 1995; Korolkovas, 1988;
Korolkovas, Burckhalter, 1982; Bambury, 1980; Bryan, 1978).

Compostos nitrofurdnicos utilizados como anti-
bacterianos apresentam em comum o grupo azometinico
(-CH=N-NK<) ligado ao carbono 2 do anel 5-nitrofuranico,
resultando provavelmente em sinergismo farmacoldgico
entre estas duas subestruturas (Foye, Lemke, Willians,
1995; Korolkovas, 1988). Apresenta-se, na Figura 1, o
grupo farmacofoérico de compostos nitrofuranicos com ati-
vidade antibacteriana.

Como pré-requisito para o desencadeamento da ativi-
dade bioldgica em compostos nitrofuranicos observa-se a
bioativac¢ao proporcionada pela reducgao do grupo nitro, que,
ao atuar como aceptor de elétrons, resulta na perturbagdo do
fluxo fisioldgico de elétrons, inibindo enzimas envolvidas no
metabolismo do piruvato (Murray et al., 1996), processo
essencial para a producdo de energia celular (Tocher, 1997;
Ulmar, Mitchard, 1968; Asnis, Gots, 1951; Green, 1948).

Apesar de constituir foco de estudo de muitos gru-
pos de pesquisa, o mecanismo de acao de derivados 5-



Aplicacdo de estudos de QSAR-2D em derivados 5-nitro-2-tiofilidénicos 205

N. _R
omm N

FIGURA 1 - Grupo farmacoférico de compostos
nitrofurdnicos com atividade antibacteriana.

nitrofuranicos ainda nao esta totalmente elucidado. Con-
sidera-se, atualmente, como mecanismo de a¢ao mais pro-
vavel de compostos nitrofuranicos aquele proposto para o
nifurtimox por Viodé e colaboradores (1999). Apresen-
tam-se, na Figura 2, duas possiveis rotas de redugao pro-
postas para a elucidacdo da bioativacdo de compostos
nitrofuranicos.

2H* + 2e 2H" +2e

ANO = AINHOH A},—- ArNH,
H,0

H,0+1/20,

OH + OH

SDO = Superéxido dismutase; TR = Tripanotiona redutase
TS, = Tripanotiona dissulfeto; T(SH), = di-hidrotripanotiona

FIGURA 2 - Esquema das vias biorredutivas de compostos
nitroaromaticos (Viodé et al., 1999).

Na rota anaerdbica observa-se que o processo de
biorreducdo do grupo nitro ocasiona acimulo do radical
nitrodnion gerado na primeira etapa, sendo que este, em
seguida, ¢ transformado no derivado nitroso correspon-
dente. A etapa final deste processo se da por formagao do
derivado amino. J4 na rota aerobica, o radical nitroanion
formado ¢ inicialmente oxidado a anions superoxidos
(Sreider, Grinblat, Stoppani, 1990), que, sob influéncia da
superoxido desmutase (SOD), geram peroxido de hidro-
génio. O acimulo deste Gltimo proporciona a formagao de
radicais hidroxila, que, ao reagirem com macromoléculas
celulares, resultam em danos biolégicos como lesdo da

membrana, inativacdo enzimatica e metagénese (Viodé et
al., 1999; Tocher, 1997).

Tavares e colaboradores (Tavares ef al., 1999a,b;
Tavares, Amaral, 1991) mostraram em estudos envolven-
do modificagdes estruturais planejadas na molécula da
nifuroxazida, 5-nitro-2-furfurilideno-4-hidroxibenzidra-
zida, Figura 3, que substitui¢des da hidroxila fendlica por
grupos retiradores de elétrons e do anel furanico por
tiofénico favoreceram significativamente a atividade
antimicrobiana.
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FIGURA 3 - Estrutura quimica da nifuroxazida.

Estudos comparativos da atividade antimicrobiana de
derivados furanicos e tiofénicos com estrutura andloga a
nifuroxazida mostraram que para os p-acetil derivados, o
valor de concentracdo inibitoria minima do derivado
tiofénico mostrou-se cerca de quatro vezes menor que o de-
terminado para o derivado furanico (Tavares et. al., 1999a),
sendo constatado para este tltimo poténcia seis vezes maior
que a da nifuroxazida, indicando, portanto, o carater promis-
sor desta série de compostos para aplicacao de estudos de
relagdes estrutura-atividade mais aprofundados.

Assim, com a finalidade de se determinar
quantitativamente a influéncia de descritores estrutu-
rais de carater fisico-quimico na atividade anti-
microbiana de 5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas subs-
tituidas, realizou-se, neste estudo, a aplicacdo de estu-
dos de QSAR-2D, correlacionando a poténcia de dezoi-
to analogos com as propriedades fisico-quimicas que
regem o desencadeamento de seu desempenho, consi-
derando faixa de hidrofobicidade 6tima pré-determina-
da experimentalmente.

MATERIAL E METODOS
Compostos em estudo

Foram avaliadas dezoito 5-nitro-2-tiofilideno
benzidrazidas p-X-substituidas, em que X = H, Cl, I, Br, n-
CH.,,i-C,H, n-CH, OCH,, OC H, NHC 4H9‘ CH=CH,,

479 479
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COCH,, C H,, CH,, CN, NO,, SO,NH.,. Foi incluido ainda
no estudo o derivado m,p-Cl, dissubstituido. Todos os com-
postos foram previamente sintetizados e identificados pelo
grupo de pesquisa do Laboratorio de Planejamento e Desen-
volvimento de Farmacos - FBT/FCF-USP (Masunari et al.,
2003; Rezende et al., 2002; Furlanetto, Santos, Tavares,
2001), utilizando-se como metodologias de confirmacao da
estrutura quimica dos analogos planejados, analises
espectrométricas de ressonancia magnética nuclear de hidro-
génio (RMN-'H) e de carbono 13 (RMN-3C) e espectro-
metria de absor¢ao na regidao do Infravermelho (IV). A deter-
minagao da faixa de fusdo e a analise elementar foram utiliza-
das como critério do grau de pureza dos compostos obtidos.

Ensaio microbioldgico

A avaliacdo da atividade antimicrobiana das 5-nitro-
2-tiofilideno benzidrazidas substituidas frente as cepas
ATCC 25923 e multi-resistente de Staphylococcus aureus
(cepa 3SP/R33) (Oliveira et al.,2001) foi realizada por de-
terminacao da concentracgdo inibitéria minima, MIC, que
envolveu basicamente duas fases. Na primeira etapa, fase
I, determinou-se de forma quantitativa a atividade
antimicrobiana dos compostos obtidos, utilizando méto-
do classico de macrodilui¢cdo sucessiva em tubos (Tavares,
1993; Collins, 1995). Na segunda etapa, fase II, utilizou-
se metodologia adaptada por Tavares e colaboradores
(Tavares, Penna, Amaral, 1997) com o proposito de inten-
sificar a sensibilidade do ensaio.

Na preparagio do indculo, procedeu-se a lavagem das
colonias de trés tubos com culturas de 24 horas de
Staphylococcus aureus em PCA (Plate Count Agar) incli-
nado, com porgdes equivalentes a 5,0 mL de solugao sali-
na a 0,85% para cada tubo. Transferiram-se as suspensoes
obtidas para frasco contendo pérolas de vidro e barra mag-
nética. Manteve-se a suspensao sob agitagdo constante por
30 minutos para homogeneizag¢dao do meio. Transferiu-se
1,0 mL desta suspensao para frasco contendo 99,0 mL de
solu¢do salina, pérolas de vidro e barra magnética, obtendo-
se suspensdo de 1,0x102 UFC mL™! (unidades formadoras
de colonia por mL) em relagdo a suspensao inicial. Mante-
ve-se esta segunda suspensao sob agitagdo constante por 15
minutos. Repetiu-se este mesmo procedimento para a sus-
pensao seguinte, obtendo-se concentragdo equivalente a
1,0x10* UFC mL". Por fim, transferiu-se 1,0 mL da suspen-
sdo anterior de 1,0x10* UFC mL"! para frasco contendo
99,0 mL de TSB (Tryptic Soy Broth, Merck), pérolas de
vidro e barra magnética, gerando indculo de 0,5 na escala
Mc Farland, utilizado na realizacdo do ensaio.

Para cada andlogo a ser testado, prepararam-se
10,0 mL de solucdo do antimicrobiano com concentracao
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equivalente a 1,8x10~* M em DMSO (dimetilsulfoxido), para
compostos mais hidrossoluveis, e, alternativamente, em
DMSO e alcool etilico (co-solvente), na proporcao de 1:1
(v/v), para os compostos mais lipossoliiveis. Foram transfe-
ridos 5,0 mL desta solugdo para frasco contendo 5,0 mL de
TSB, de forma a originar solugdo de concentragdo equivalen-
te a 0,9x107 M, posteriormente empregada na execucao do
ensaio.

Ressalta-se, ainda, que todos os compostos testados
apresentaram valores de concentracao inibitoria minima em
regido com concentragdo de DMSO muito abaixo de seu
limite critico (12,5%), permitindo atribuir a inibi¢do do
crescimento microbiano apenas a atividade antibacteriana
inerente aos compostos em estudo.

Estudo de QSAR: Analise de Hansch/Fujita

Os estudos de QSAR foram realizados por aplicagdo
da Andalise de Hansch/Fujita com a finalidade de avaliar, de
forma quantitativa, a influéncia da hidrofobicidade e dos efei-
tos eletronico e estéreo sobre a atividade antimicrobiana. Para
tal, utilizaram-se os valores de concentragao inibitoria mini-
ma frente a cepa 3SP/R33 de Staphylococcus aureus, expres-
sos em poténcia (Log 1/MIC) em fungédo de descritores estru-
turais que expressam a hidrofobicidade e as propriedades
eletronica e estereoquimica.

Os descritores estruturais utilizados neste estudo
para representar a hidrofobicidade foram o logaritmo do
coeficiente de partigdo calculado, CLogP (CLogP
Program versao 4.0, Biobyte Co.) ¢ a constante de
hidrofobicidade, & (Kubinyi, 1993; Hansch, Fujita, 1964),
proposta por Hansch.

Como descritores para a avaliacdo da distribui¢do
eletronica foram utilizadas a constante de grupo de
Hammett, ¢ (1937), e as constantes 3 ¢ R de Swain ¢
Lupton (Swain, Lupton, 1969).

O efeito estéreo foi representado pelos parametros
de Verloop, L, B1, B2, B3, B4 e B5 (Verloop, 1987), res-
saltando, ainda, a introdu¢do da refratividade molar (RM)
(Kubinyi, 1993), um descritor estrutural de carater misto.

Aplicou-se o método de stepwise (analise por etapas),
sendo as correlagdes efetuadas por aplicagdo do Billin
Program, versao 1998, desenvolvido e disponibilizado pelo
Prof. Dr. Hugo Kubinyi (BASF). Efetuou-se a analise dos
resultados obtidos pela interpretacdo das equacdes (mode-
los linear, parabolico e bilinear) e graficos de dispersao.

Assim, a poténcia, considerada a variavel dependen-
te, foi correlacionada com os descritores estruturais rela-
cionados a cada propriedade fisico-quimica analisada, va-
riaveis independentes, originando equagdes cuja interpre-
tagdo foi feita através da analise dos parametros estatisti-
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cos depreendidos da regressao.

A avaliacao dos modelos foi realizada por procedi-
mentos comuns. A saber: verificagao do grau de ajuste do
modelo, que envolve o calculo do coeficiente de correla-
¢do (1) e do desvio-padrao (s); verificagdo do grau de
significancia do modelo pelo calculo do pardmetro de
significancia de Fisher ou teste F (95% de confianca);
verificagdo do grau de previsibilidade do modelo pelo tes-
te de validagdo cruzada com calculo subseqiiente do coe-
ficiente de correlagdo (Q?%) e do desvio padrdo das previ-
SO€S (S 55) (Kubinyi, 1993).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estudos das relacoes estrutura-atividade (SAR)

Com a finalidade de comprovar a influéncia da hidro-
fobicidade na atividade antimicrobiana de derivados 5-
nitrofuranicos, Tavares e colaboradores (1999b) associaram
o esquema operacional de Topliss (1972)ao diagrama de
Craig (1971)em série de analogos a nifuroxazida com a fina-
lidade de avaliar a influéncia de grupos substituintes na refe-
rida atividade. Utilizou-se o diagrama de Craig com a finali-
dade de ampliar o numero de analogos estudados, de forma
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a estabelecer modelos matematicos que explicassem
quantitativamente a influéncia da hidrofobicidade na ativida-
de dos analogos em questao. Comprovou-se, em concordan-
cia com os estudos previamente realizados pelo mesmo gru-
po (Tavares et al., 1999a; Tavares, 1993), que a hidrofo-
bicidade constitui-se em propriedade fisico-quimica funda-
mental na determinacao da atividade antimicrobiana dos
derivados 5-nitro-2-furfurilidénicos.

Com base nestas informagdes, efetuou-se, neste tra-
balho, a substituicdo do anel furdnico por tiofénico, de
forma a proporcionar maior hidrofobicidade a série de
analogos em estudo, ao mesmo tempo em que se aplicou,
numa primeira etapa, o esquema operacional de Topliss,
que visa, essencialmente, a obtencdo de compostos com
atividade bioldgica otimizada.

Seguindo o esquema proposto por Topliss (Topliss,
1972) constatou-se, por meio da determinagdo da concen-
tragdo inibitoria minima dos compostos sintetizados frente
a cepa multi-resistente (3SP/R33) de Staphylococcus
aureus, que o ramo da arvore decisoria a ser seguido esta-
ria relacionado ao aumento da hidrofobicidade dos com-
postos (Figura 4).

A aplicagdo do esquema operacional de Topliss na
presente série indicou, em concordancia com os estudos

iHj
I E M|
cl cl <l
L E‘ ml L el wm L el [ml
4OCH\§H3 OCH, £LCH, CH, 4c'r= 2CL  ,ClL u‘i“z
.C(CH.). CF,.Cl
[Ci Ml i L.C(CHL) (CF.[Br, 1] |
| | 1
o RN Ll
M cl .No,
N(CH ey ‘N cHy,  N(CH). CH, . l,[Br, 0| 24Cl,
1 INH,CHJ] "NO,
NH,, §.N(CH,),§ I
"OH, TN
cH, o, L
JOCH, CH,,
LOCH,

M = poténcia maior
E = mesma poténcia
L = poténcia menor

NO,[CN,COCH,,SO,CH,,CONH,,SO,NH,]

.......

FIGURA 4 - Ramo da arvore decisoria proposta por Topliss, que apresentou acréscimo na atividade antimicrobiana da
série de analogos estudados.
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anteriormente realizados por este grupo de pesquisa, que
o aumento da poténcia antimicrobiana estaria diretamen-
te relacionado ao aumento da hidrofobicidade dos analo-
gos por influéncia dos grupos substituintes.

Com base nestes resultados, selecionaram-se mais
dez grupos substituintes de acordo com o Diagrama de
Craig (1971), considerando como intervalo de hidro-
fobicidade a faixa de valores de 7 entre 0,70 e 1,55, faixa
identificada como 6tima pela aplicagao do diagrama de
Topliss. Os valores de 7 considerados como limite foram
os correspondentes aos grupos p-Cl e p-Cl, m-CF , respec-
tivamente.

A escolha desta faixa de valores de 7 nada mais ¢ do
que o resultado pratico de estudos relacionados a determina-
¢do da atividade antimicrobiana de 5-nitro-2-tiofilideno
benzidrazidas substituidas realizados em nosso laboratorio,
em que 0s Compostos que se mostraram mais ativos apresen-
tam valores, ou somatoria de 7, equivalentes a 0,86 e 1,42.

Observa-se que a contribui¢cdo hidrofébica inerente
a estes dois grupos substituintes, expressa por seus valo-
res de T, situa-se dentro da faixa por nos estabelecida, de
forma a englobar os dois compostos mais potentes obtidos
em diferentes trabalhos desenvolvidos em nosso grupo de
pesquisa.

A selegdo de grupos substituintes com constante de
hidrofobicidade fora dos limites estabelecidos pelo estu-
do como p-COCH, (tt = -0,55), p-CH, ( = 0,56), p- CN
(r=-0,57), p-NO, (m = -0,28) e p-SO,NH, (1= -1,82) foi
efetuada para considerar maior dispersao no diagrama de
Craig e evitar intercorrelagdo entre parametros.

Foi possivel, assim, identificar experimentalmen-
te, pela aplicagdao do diagrama operacional de Topliss,
um valor aproximado da contribui¢ao hidrofobica ine-
rente aos grupos substituintes selecionados (p < 0,70 +
0,1), definido como 6timo. Desta forma, valores de &
muito acima ou muito abaixo de 0,70 resultaram em con-
sideravel decréscimo da poténcia antimicrobiana, com
excecdo do composto p-acetil substituido, que exibiu
comportamento flagrantemente distinto do observado
para toda a série em estudo.

Apresenta-se, no item a seguir, a analise quantitati-
va da série de analogos 5-nitro-2-tiofilidénicos com a ati-
vidade antimicrobiana estudados neste trabalho.

Estudos das relacdes quantitativas estrutura-atividade
em duas dimensoes - QSAR-2D

Foram obtidas correlagdes que associaram a potén-
cia antimicrobiana a uma, duas e trés variaveis indepen-
dentes distintas representadas por descritores estruturais
de carater hidrofobico, eletronico e estéreo.

A. Masunari, L. C. Tavares

Apresentam-se, nas Tabelas I e 11, os valores dos
parametros biologicos e dos descritores estruturais de ca-
rater fisico-quimico referentes a cada composto analisado
neste estudo.

TABELA | - Poténcia antimicrobiana das 5-nitro-2-
tiofilideno benzidrazidas substituidas

R, R, MIC(mM) Poténcia
Log 1/MIC
H H 16,67 4,78
Cl H 5,52 5,26
Cl Cl 2,21 5,66
I H 14,01 4,85
Br H 2,12 5,67
n-C.H, H 36,55 4,44
i-C,H, H 28,55 4,54
OC,H, H 24,29 4,61
OC,H, H 35,41 4,45
NHC,H, H 22,37 4,65
CH=CH, H 15,66 4,80
n-C,H, H 40,74 4,39
C,H, H 22,25 4,65
COCH, H 0,44 6,36
CH, H 13,49 4,87
CN * H 7,02 5,15
NO, * H 5,06 5,29
SO,NH, ** H 31,75 4,50

*Sintetizados e avaliados por Rezende e colaboradores
(2002); **Sintetizado e avaliado por Furlanetto e
colaboradores (2001)

As melhores correlagdes foram obtidas por aplica-
¢do dos modelos parabdlico e bilinear ¢ quando associa-
ram-se dois descritores estruturais em cada equagdo. A
saber: ClogP e ¢, ClogP e S.

Log I/MIC = - 0,294 (£0,094) ClogP? + 1,540 (0,50)
ClogP + 0,598 (£0,27) s + 2,919 (+0,66)

ClogP . =2,62
(n=15;1r=0,942;s=0,111; F =29,050;
?=0,822;5,.. = 0,140)
Equacdo 1

Log 1/MIC = 0,813 (£0,29) ClogP — 1,454 (£0,48) log
(B.10%%¢? + 1) + 0,608 (+0,28) s + 3,364 (+0,56)
log B=-2,499 ClogP .. =2,60
(n=15;r=0,945;5s=0,113; F =21,069)
Equagdo 2
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Log 1/MIC =- 0,296 (£0,10) ClogP? + 1,448 (£0,52)
ClogP + 0,707 (+0,35) S + 3,077 (x0,67)
ClogP .. =244
(n=15;r=0,934;s=0,119; F = 25,027,
0*=0,632; 5,16 = 0,201)

Equagao 3

Log 1/MIC = 1,024 (+0,34) ClogP - 1,602 (+0,49) log
(B.10%%” + 1)+ 0,717 (£0,33) 3
+ 3,201 (£0,58)
log B=-2,086 ClogP . =2,33
(n=15;1r=0,950;s=0,109; F =23,150)
Equagao 4

Observou-se que os modelos parabdlico e bilinear se
adequaram a descricao da influéncia de propriedades fisi-
co-quimicas sobre a poténcia antimicrobiana, ressaltando,
ainda, que a exclusao dos compostos p-acetil, p-bromo e
m,p-Cl, substituidos resultou em melhor ajuste das equa-

¢oes geradas aos dados obtidos experimentalmente, evi-
denciando, desta maneira, comportamentos distintos des-
tes compostos em relagdo aos demais componentes da
série analisada.

No caso dos compostos p-acetil (MIC =0,14 mg/mL)
e p-bromo (MIC = 0,75 mg/mL) substituidos foi observa-
do comportamento diferenciado de poténcia anti-
microbiana, permitindo-nos classifica-los como super ati-
Vos.

Ainda ndo ¢é possivel afirmar, com seguranga, quais
interagdes poderiam estar envolvidas ou quais seriam as
principais propriedades fisico-quimicas responsaveis por
tao pronunciada atividade. A exclusdo do inico compos-
to dissubstituido da série, o derivado m,p-Cl, substituido,
resultando em melhor ajuste das equacdes aos dados ob-
tidos, pode ser explicada pelo fato da excelente atividade
(MIC = 0,76 mg/mL) exibida pelo andlogo em questdo ser
condicionada provavelmente pela influéncia de proprieda-
des relacionadas ao volume dos grupos substituintes en-

TABELA 11 - Descritores estruturais relacionados aos efeitos hidrofobico, eletronico € ao volume de grupos substituintes
utilizados na analise de QSAR da série de derivados do 5-nitro-2-tiofilideno

R, R, 1@ ClogP%M MR® c® IO RO L® B® B® B® BW®
H H 0,00 2,10 0,103 0,00 0,00 0,00 2,06 1,00 1,00 1,00 1,00
Cl H 0,71 2,91 0,603 0,23 0,42 -0,19 3,52 1,80 1,80 1,80 1,80
Cl Cl 1,42 3,53 ___ (I 0360 (I __ __ __ (I __ __ __
I H 1,12 3,32 1,394 0,18 0,42 -0,24 423 2,15 2,15 2,15 2,15
Br H 0,86 3,06 0,888 0,23 0,45 -0,22 3,83 1,95 1,95 1,95 1,95
n-C.H, H 1,55 3,54 1,496 -0,13 0,01 -0,14 505 1,52 349 1,90 1,90
i-C,H, H 1,53©@ 3,56 1,500 -0,15 0,04 -0,19 —o  —0 —® —0 0
OC.H, H 1,05® 346 1,706 -0,25 0,26© -0,51© 6,05 1,35 4,30 1,90 1,90
OC,H, H 1,55 3,65 2,166 -0,32 0,29 -0,61 6,99 1,35 4,79 1,90 1,90
NHCH, H 1,16 3,26 2426 -0,51  -0,04 -0,57 7,01 1,50 4,97 1,90 1,90
CH=CH, H 082 2,98 1,099 -0,02 0,13 -0,17 429 1,60 1,60 2,00 3,09
n-C,H, H 2,13 3,95 1,969 -0,16 -0,01 -0,15 6,17 1,52 442 1,90 1,90
C,H; H 1,02 3,10 1,030 -0,15 0,00 -0,15 4,11 1,52 2,97 1,90 1,90
COCH, H -0,55 1,88 1,118 0,50 0,33 0,17 4,06 1,90 1,90 2,36 293
CH, H 0,56 2,60 0,565 -0,17 0,01 -0,18 3,00 1,52 2,04 1,90 1,90
CN * H -0,57 1,76 0,633 0,66 0,51 0,15 423 1,60 1,60 1,60 1,60
NO, * H -0,28 2,05 0,736 0,78 0,65 0,13 349 1,70 1,70 2,44 244
SONH, ** H -1,82 0,98 1,228 0,60 0,49©@ 0,11©@ 382 2,11 3,07 2,67 2,67

Nota 1: (a) Kubinyi, H. OSAR: Hansch Analysis and Related Approaches. New York: VCR, 1993; (b) Hansch, C., Leo,
A. Exploring OSAR: Fundamentals and Applications in Chemistry and Biology. Washington: American Chemical
Society, 1995; (c) Hansch, C., Leo, A., Hoekman, D. Exploring OSAR: Hydrophobic, Electronic and Steric Constants.
Washington: American Chemical Society, 1995; (d): Calculados pelo ClogP Program, versao 4.0

Nota 2: *Sintetizados e avaliados por Rezende e colaboradores (2002); **Sintetizado e avaliado por Furlanetto e

colaboradores (2001)

Nota 3: (I): Valor nao disponivel em literatura; (II): Valor ndo disponivel em literatura para derivados dissubstituidos;
(I1I): Valores referentes a estrutura molecular de 5-nitro-2-tiofilideno benzidrazidas substituidas
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volvidos, sendo importante ressaltar que o efeito estéreo,
apesar de ser praticamente indissociavel de propriedades
de natureza eletronica e hidrofobica, é pouco avaliado na
analise classica de QSAR.

O modelo bilinear apresenta termos probabilisticos que
descrevem o deslocamento de compostos quimicos no siste-
ma biolégico considerando seu carater multicompartimentar,
em que a poténcia antimicrobiana ¢ altamente dependente da
hidrofobicidade. A aplicacao deste modelo na correlagao
entre poténcia antimicrobiana e os descritores estruturais
ClogP, S e o resultou em equagdes que expressam conveni-
entemente a dependéncia ndo-linear da poténcia anti-
microbiana em relagdo a hidrofobicidade (Equacdes 2 ¢ 4).
Assim, dois dados experimentais de extrema importancia,
que podem ser extraidos das equagdes 2 e 4 e aplicados em
outros estudos de QSAR devido ao seu carater preditivo, sao
o coeficiente de partico 6timo, ClogP,. e o log 3, sendo
o tltimo uma constante de ajuste, que expressa a relagdo entre
volumes das fases organica e aquosa, que pode ser aplicada
na determinacao experimental do coeficiente de particao de
ligantes pertencentes a esta série (Kubinyi, 1993).

Correlagdes com descritores estruturais relaciona-
dos com o perfil tridimensional dos substituintes estuda-
dos, propostos por Verloop (1987), também foram anali-
sadas, mas resultaram, entretanto, em equagoes estatisti-
camente pouco significativas. E importante citar, ainda,
que entre as correlagdes obtidas com os pardmetros de
Sterimol, as que envolveram o descritor B, apresentaram
certa tendéncia de correlagao, sendo os resultados obtidos
para este descritor de carater estereoquimico, ferramenta
util no direcionamento de estudos das relagdes quantitati-
vas estrutura-atividade em trés dimensoes.

Foram realizadas, também, correlagdes consideran-
do trés descritores estruturais, mas as equagdes geradas
mostraram-se, em sua maioria, ndo-significativas, impos-
sibilitando a sele¢cdo de modelos que quantificassem, com
boa margem de seguranca estatistica, a influéncia simul-
tanea de trés parametros na poténcia antimicrobiana.

Acredita-se que a importante influéncia da hidro-
fobicidade, denotada pelo descritor ClogP, sobre a poténcia
antimicrobiana, estaria primordialmente relacionada a neces-
sidade de um balanco lipofilico-hidrofilico adequado nos
derivados tiofilidénicos, a fim de possibilitar a ocorréncia de
processos de difusdo através de membranas biologicas para
posterior desencadeamento da referida atividade.

Além da contribuicdo positiva notoria do coeficiente
de partigdo sobre a poténcia antimicrobiana, outra obser-
vacdo importante esta relacionada a interpretagdes com-
plementares que podem ser extraidas das equacdes que
envolvem os descritores 6 ¢ 3 na determinacdo da potén-
cia antimicrobiana (Equagdes 1, 2, 3 e 4).

A. Masunari, L. C. Tavares

O descritor o mede a influéncia do efeito polar,
somatoria dos efeitos indutivo e de ressonancia, na distri-
buigao eletronica do ligante como um todo, propiciando a
interacdo do mesmo com o receptor por intermédio das
duas propriedades citadas. O descritor 3, entretanto, con-
sidera apenas o efeito indutivo e estaria relacionado aos
campos moleculares gerados ao redor dos grupos
substituintes ligados ao anel benzénico, sugerindo prova-
vel interacao eletrostatica com o receptor.

A exploracao quantitativa da influéncia dos efeitos de
carater eletronico sobre a poténcia antimicrobiana dos de-
rivados 5-nitro-2-tiofilidénicos, realizada neste trabalho,
complementa os resultados de outros estudos em que se
considerou a analise quantitativa da influéncia da
hidrofobicidade sobre a poténcia antimicrobiana de com-
postos com estrutura analoga a nifuroxazida (Tavares, 2003;
Masunari, Tavares, 2002; Masunari, Rezende, Tavares,
2001; Tavares et al., 1999; Tavares, Penna, Amaral, 1997,
Tavares, Penna, Amaral, 1991), subsidiando fortemente as
avaliagoes e predicdes relacionadas a série de derivados 5-
nitro-2-tiofilidénicos com atividade antimicrobiana.

CONCLUSOES

Os estudos de QSAR-2D demonstraram que a po-
téncia antimicrobiana das 5-nitro-2-tiofilideno benzi-
drazidas substituidas sofre influéncia significativa de duas
propriedades fisico-quimicas, que sdo a hidrofobicidade e
a distribuicdo eletronica. A influéncia positiva da
hidrofobicidade sugere a importancia de um balango
lipofilico-hidrofilico adequado nos ligantes a fim de pos-
sibilitar sua passagem por membranas bioldgicas, enquan-
to que a relevancia dos descritores estruturais 6 ¢ 3 na
determinagdo da atividade antimicrobiana sinalizam que
a distribuicao eletronica influencia fortemente o aumen-
to da poténcia antimicrobiana dos analogos considerando
tanto a influéncia dos efeitos indutivo e de ressonincia na
estrutura quimica do ligante, como também os campos
moleculares gerados em torno de grupos substituintes,
resultando em possivel interacdo dos mesmos com area
especifica do sitio receptor.

Por aplicacdo da Andlise de Hansch/Fujita foram
obtidos modelos estatisticamente significativos que auxi-
liaram na descri¢ao da influéncia das propriedades eletro-
nicas e de hidrofobicidade sobre a poténcia anti-
microbiana, sendo os resultados obtidos neste estudo um
forte indicio do grande potencial da série 5-nitro-2-
tiofilidénica para o planejamento de ligantes candidatos a
farmacos antimicrobianos, voltados para o tratamento de
infecgdes causadas por Staphylococcus aureus com cara-
ter de multi-resisténcia.
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ABSTRACT

2D QSAR studies of 5-nitro-2-thiophylidene
derivatives with antimicrobial activity against
multidrug-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

With the constant advance of OSAR (Quantitative
Structure-Activity Relationships) studies as molecular
modification methodology, a frequent application of
this procedure in many science areas was observed.
Besides, the rational ligand development for many
diseases has been growing in recent years. Thus, in
order to ally these medicinal chemistry advances with
the necessity to combat the high incidence of antibiotic-
resistant microorganisms, the purpose of this study was
the 2D-QOSAR study of p-substituted 5-nitro-2-thio-
phylidene derivatives with antimicrobial activity
against Staphylococcus aureus, considering hydro-
phobicity range experimentally determined. The
statistical significant correlations obtained by Hansch/
Fujita Analysis showed significant influence of
hydrophobicity on antimicrobial activity, prove by
reasoning the potential of synthesized compounds as a
good alternative to the rational development, on
molecular level, of selective drugs used to the treatment
of infections caused by Staphylococcus aureus
multidrug-resistant strains.

UNITERMS: Staphylococcus aureus. Multidrug
resistance. Nifuroxazide. OSAR. Hansch/Fujita Analysis.
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