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COMPARATIVE QSAR OF ANTIMICROBIAL HYDRAZIDES. The comparative QSAR is a tool for validating any statistical
model that seems to be reasonable in describing an interaction between a bioactive new chemical entity, BIONCE, and the biological
system. In order to deeper the understanding of the relationships and the meaning of parameters within the model it is necessary
some kind of lateral validation. This validation can be accomplished by chemical procedures using physicochemical organic
reactions and by means of biological systems. In this paper we review some of such comparisons and also present alateral validation
between the same set of antimicrobia hydrazides acting against Saccharomyces cerevisiae yeast and Escherichia coli bacterium
cells. QSARSs are presented to shed light in this important way of stating that the QSAR model is not the endpoint, but the

beginning.
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INTRODUCAO

Uma andlise da interacdo vida-quimica facilmente resulta em
beneficios a salide humana porque se esté tentando estimar os efei-
tos toxicos necessarios e ndo-necessarios de farmacos, pesticidas e
substancias quimicas naturais eindustriais em varias formas e partes
davida. A interacdo é um processo de duas méos: enquanto as subs-
tancias quimicas afetam processos na vida, organismos vivos apre-
sentam suas armas para atacar xenobiéticos.

Uma maneira de compreender estas interagdes da-se por rela
¢cdes entre aestrutura e aatividade, SAR. O principal aspecto ineren-
te a esta observagdo vem da equagdo de Hammett

log k = po + constante (1)

onde os valores de ¢ sdo as constantes eletrénicas obtidas do (i)
efeito do substituinte na ionizagdo de acidos benzdicos, (ii) da
ionizagdo de fendis (o) e (iii) da solvdlise de XC H,CCIMe, (c*); k
€ uma constante de equilibrio ou de rapidez, enquanto p é amedida
da suscetibilidade da reacdo aos efeitos dos substituintes. Embora
muitas dividas existam quanto ao funcionamento desta equagdo, a
mesma trata de um dos conceitos de maior sucesso na elucidagdo
dos mecanismos de reacles.

Taft ampliou aequacdo de Hammett com ainclusdo do parametro
estéreo, E,, que proporciona informagBes sobre a natureza do efeito
do substituinte quando este estiver proximo do centro de reacdo.
Hansch também ampliou amesma equacdo quando introduziu o con-
ceito de constantes lipofilicas em que sistemas biol 6gicos sdo consi-
derados.

N&o obstante, a simples obtencdo de uma relagdo quantitativa
entre a estrutura quimica e a atividade farmacol6gica, QSAR, pode
significar muito pouco no que diz respeito a suavalidade e significa-
do. A validagdo estatistica do modelo constitui apenas a primeira

*e-mail: montana@dedalus.|cc.ufmg.br

aproximacdo do significado enquanto que a correlagdo por valida
¢do lateral em termos de véarias outras QSARs pode introduzir maior
robustez ao model o antes que ele sgja testado na prética. Neste con-
texto, por exemplo, a busca das relagdes que apresentem reacoes de
substitui¢do nucleofilica com valores de p identificados em ordem
crescente; abusca de todas as QSARS sobre bactérias; as reagcbes em
fisico-quimica orgénica que contenham determinados coeficientes
estéreos, E; abusca de todas as equagtes de QSAR em tdpicosindi-
viduais como microssomos, cloroplastos, oxidorredutases, plantas,
insetos, humanos; substituicdes eletrofilicas, nucleofilicas ou adi-
¢Oes; reacdes que ocorram via radical livre, etc, podem constituir
importantes bancos de dados capazes de consubstancié-las de forma
a propiciar uma vaidacao lateral apropriada:*.

Ha, pelo menos, duas possibilidades de se realizar uma valida
¢ao lateral: uma baseada em fisico-quimica orgénica e outra em
QSARs hiolégicas. A principd justificativa para isso pode ser en-
contrada no fato de que € muito pouco provavel que uma QSAR
apenas seja suficiente para imprimir um enorme significado nas
interagdes vida-quimica - um sistema t& complexo que somente a
mae natureza é ainda capaz de entendé-lo em sua plenitude.
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A vdidag8o da QSAR através da fisico-quimica orgénica esbar-
ra, inicialmente, nos pardmetros estatisticos. Embora os parametros
sgjam eventua mente satisfatorios ao entendimento de qualquer pes-
soa especializada em estatistica, a questo importante a ser respon-
didaé o modelo foi obtido por correlagdo por chance, e caso contré
rio, o que ela significa? Parece dbvio, portanto, que a estatistica so-
zinha ndo é capaz de responder a essa questdo. Logo, umavalidagdo
lateral pode introduzir novas perspectivas em seu significado.

A Tabela 1 apresenta alguns exemplos ilustrativos da validagéo
baseada em fisico-quimica organica.

Embora as estruturas e as condi¢des de reagBes bem como os
substituintes sejam distintos para a equages A-C, Tabela 1, osvalo-
res de p estdo na média 2,25 + 0,25. O significado deste resultado
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Tabela 1. Validagdes em fisico-quimica organica

No.  Tipo dereagdo Condigdes Equacdo n r S Ref.
experimentais

A Hidrdlise acaina de XCH,COOCMe, Etanol log k = 2,185 + 0,62 5 0994 0041 5
50% a 20 °C

B Hidrdlise acalina de XCH,COOC H, Etanol logk =2516 - 1,28 18 0986 0105 5
87%, a30°C

C Hidrdlise alcalina de XCH,CN Etanol logk =2,13c - 1,00 5 0962 0184 5
60% a 82 °C

D Desecilaggo de XC H,COO-quimotripsina pH 7,07, 25°C logk =1,73c - 2,07 7 0943 0177 5

E Idem pH 85 logk =1,73c - 3,48 11 0922 0275 5

F Hidrélise acaina de XC,H,COOCH, Solugdo aguosa log k = 1,660 + 1,92 14 0,998 0,022 5

G Inibicdo I, de E. coli por XC,H N=C=S - logl/C =2,27c + 4,31 9 0927 0161 5

H XCH,N=C=S + C,H.OH ® XCH,NHC(=S)OC H, - log k =2,16c - 4,80 8 0951 0181 5

| XCHN=C=S + CHNNH, ® XCH,NHC(=S)NHC H, logk=214c - 3,13 4 0988 0060 5

*Vide o texto para as explicagOes.

estd, obviamente, aguém da fisico-quimica organica classica. Ele
estabelece um ponto de referéncia para o estudo de hidrélise
enzimatica de ésteres. Por exemplo, na hidrélise do éster
XCH,0COCH,NHCOCH, em tampdo, p = 1,91, mas p para a
hidrélise enzimética por tiol hidrolases no mesmo tamp&o é da or-
dem de 0,6°. A polarizagdo daligagdo éster pelaenzimaé o principal
fator, e os efeitos polares dos substituintes contribuem muito
pouco. Em outros casos, entretanto, a hidrélise enzimética valida
hidrélises em sistemas ndo enziméticos (ou vice-versa), Tabela 1,
equacdes D, E.

Nesses dois exemplos de hidrdlises (do que pode ser considera-
do como ésteres de acidos benzdicos) baseadas em diferentes séries
de compostos, ha uma boa concordancia nos valores de p, embora
sgjam inferiores a aquel es mostrados nas equagtes A-C. Essas equa-
¢Oes podem ser comparadas com a equagdo F, Tabela 1.

Asvalidagdes laterais em QSARSs baseadas em sistemas biol 6gi-
cos incluem mudangas estruturais complexas em termos de fatores
(i) eletrénico, (ii) estéreo, (iii) lipofilico e (iv) topoldgico, que estéo
sendo analisadas em sistemas ndo-homogéneos.

Considere as seguintes equacoes’:

logl/C = 3,55¢ - 3,8802 + 1,62(°%") — 5,11
(n=13,1r2=0,762) 2

logl/C = 0,92r + 2,085 — 3,26
(n=12,12=0,794, s = 0,314) ®3)

paraaatividade mutagénicade XCH,CH,N(Me)N=0 em Salmonela
tifimurium TA 1535.

O parametro %", € complexo. Ele € obtido da teoria de grafos
cujo significado ndo é claro. Entretanto, € licito considerar que sgja
colinear com a constante lipofilica, =. Nao obstante, a questéo im-
portante a ser respondida & qual das equagdes deve ser escolhida
para futuros trabalhos? Os coeficientes de correlagdo sdo similares,
a equagdo (2) tem trés varidveis independentes enquanto que a (3)
tem apenas dois, mas tem um objeto (composto) a menos. Questdes
como estas podem ser respondidas apenas com o estudo ampliado
da validag&o lateral do modelo QSAR.

O estudo dasinterages hidrof 6bi cas em mutagénesesilustraessa
questdo. O coeficiente angular (h) em log P de oito QSARs diferen-
tes para uma variedade de compostos atuando em uma variedade de
sistemas biol6gicos em teste pode ser encontrado na Tabela (2)°:

Os valores dos coeficientes angulares (h) est&o na magnitude de
1 em termos do parémetro lipofilico. Por isso, parece razoavel assu-

Tabela 2. Coeficientes angulares (h) em 7 ou log P para diferentes
tipos de compostos agindo em testes de mutagénese bacteriana

Tipo do composto Teste h

Composto nitro-arométicos e heteroarométicos TA98 0,65
Composto nitro-arométicos e heteroaromaticos TA100 1,10
Aminas arométicas e heteroarométicas TA98 1,08
Aminas arométicas e heteroarométicas TA100 0,92
Compostos nitro-aromaticos E. coli 1,07
XC,H,N=NN(R)CH, TA92 0,95
XCH,CHN(Me)N=0 TA1535 0,92
Quinolinas TA100 1,14

mir que a equacdo (3) deva ser escolhida para futuros estudos, pelo
menos até que o parametro *’, seja adequadamente validado!

Uma maneiradiferente de correlacdo lateral pode ser encontrada
por comparagdo de sistemas biol égicos diferentes interagindo com a
mesma série de compostos quimicos. As duas equagdes abaixo ser-
vem como exemplo parailustrar a validagdo®.

logl/C = 0,92log P + 0,53
(n=12,r2=10,996, s= 0,101) (4)

para ainibicdo de 50% do crescimento de leveduras e,

logl/C = 0,91log P + 0,19
(n=12,r2=0,986, s= 0,162) (5)

para a concentragdo inibitoria minima (MIC) na condugéo nervosa
de baratas.

Os coeficientes angulares das duas equagdes acima séo muito
parecidos, sugerindo que compostos lipofilicos perturbam a mem-
brana de maneira similar.

A validacdo lateral também pode ser realizada em sistemas em
que fatores eletronicos e/ou estéreos estejam envolvidos. As equa
¢es G-I da Tabela 1 mostram os resultados.

A concordéncia entre os valores de p sugere que a inibi¢do do
crescimento de E. coli por isotiocianatos acontece em reacdes com
fragmentos nucleofilicos dentro da célula. A falta de um termo
hidréfobo indica que ndo ha uma barreira lipofilica entre os
i sotiocianatos e os nucledfil os necessérios paraainibi¢éo. Compare,
ainda, estas equactes com aguelas A-C da mesma Tabela 1.
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Um exemplo que evidencia aimporténcia de fatores el etrnicos
€ estéreos pode ser visto a seguir®.

logl/C = -3,70F + 0,89E, + 5,78
(n=17, > = 0,835, s = 0,368) (6)

para a concentragdo inibitéria minima, MIC, de Mycobacterium
tuberculosis por

CONHNH,
=z
| e
NS
N X

log k = -3,02F + 0,61E_+ 0,11
(n=17,r2=0,870, s= 0,275) 7

para a rapidez relativa na alquilacdo de 2-X-piridinas por iodeto de
metila em metanol.

A concordéancia entre os termos indutivo (campo) e estéreo €
razoavel do ponto de vista que um sistema homogéneo esta sendo
comparado a um heterogéneo.

O significado de um parémetro padréo relativo ao grau delipofilia
de substancias quimicas pode ser ilustrado de maneira gera. Uma
QSAR cléassica mostrou que os valores 6timos de log P para a pene-
tragdo de uma série de acidos fenilboranicos no cérebro de camun-
dongos era 2,3. Posteriormente, foi mostrado que uma grande varie-
dade de substancias quimicas atuando como depressoras do sistema
nervoso central, CNS, também possuia um log P préximo de dois.
Dessaforma, o plangjamento de novas substéncias com acdo em CNS
deve buscar o coeficiente de partico igual ou similar a dois, desde
que outros fatores sgjam similares ou iguais. Por outro lado, € bom
enfatizar que esse resultado também ajuda na manutencéo de outras
substancias fora do CNS.

Neste trabalho a mesma série de hidrazidas antimicrobianas foi
testada, através da microcalorimetria biologica, frente a
Saccharomyces cerevisiae e Escherichia coli. A validagdo das QSARS
obtidas foi estabelecida
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MATERIAIS E METODOS

A sintese das hidrazidas (X-CH,-C(O)NHNHC(O)CH,, X =
H, Br, NO,, OMe, Me, C H,, Pent, t-Bu) ja esta descrita™. Os estu-
dos da atividade farmacol 6gica®? bem como do coeficiente de parti-
¢80* também ja foram descritos previamente.

Os cdlculos dos parametros fisico-quimicos e topol dgicos para as
oito hidrazidas em estudo foram realizados através do programa
TSARY, operando em uma estagdo de trabalho SiliconGraphics O2.
As QSARs foram obtidas através do mesmo programa. As estruturas
tridimensionais das hidrazidas em estudo foram obtidas por modela-
gem molecular através do programa Sybyl v.6.5.3". As cargas foram
geradas através do model o de Gasteiger-Huckel, no mesmo programa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A equacdo 8 mostra a QSAR para a dependéncia da poténcia de
acilidrazinasfrente a S cerevisiag, através do descritor lipofilicon €, a
Tabela 3, os parametros originais. Os parametros estatisticos sfo sig-
nificativos para a atividade das acilidrazinas, mas a validag&o cruzada
(capacidade de predicdo) néo é boa, j& que apenas cerca de 38% da
variancia total estd sendo predita pelo referido descritor. Para apenas
um Unico descritor esse percentual pode ser considerado pegueno.

logl/Cy, ¢, = -0,210 (£ 0,13)  + 3,745 (+ 0,18)
(n=8;r*=0,728; s=0,153; F = 16,073, r* | = 0,382) 8)

O resultado indicado na equagdo 8 mostra que, quanto maior a
lipofilia do substituinte menor a poténcia da droga, ou sgja, a potén-
cia aumenta com a hidrofilia da molécula. Esse resultado é obtido
por uma andlise do coeficiente angular da reta, que é negativo. O
efeito hidréfobo € detrimental para a agdo bioldgica, o que ndo é
comum?® 7, E bem sabido que o aumento da concentragso na fase
lipéide provoca um aumento da poténcia da droga, mas ndo o con-
trério, ou sgja, 0 aumento do carédter hidrofilico da droga é que esta
provocando o aumento da poténcia.

O coeficiente angular da equagéo 8 ndo esta proximo da unida-
de, o0 que sugere uma relagdo ndo homo-energética da poténcia com

O H

|
N
Tabela 3. Parametros biolgicos e lipofilicos das hidrazidas em estudo {Q)L'\Il
H O

X nt ot MR! logD, 2 logD,? logP_, 32 logP, 3 .t T, logk,>
(Ec) (S0) (Ec) (&) (S0) (Ec)
(umol.LY) (umol.LY)

Br 0,86 0,23 8,88 2,73 2,47 -0,879 -0,693 0,201 0,215 2,754
CH, 0,56 -0,17 5,65 2,54 2,54 -0,956 -0,782 0,112 0,138 2,516
C(CH)), 1,98 -0,20 19,62 321 2,75 -0,799 -0,516 0,378 0.295 2,726
<Hg 1,96 -0,01 25,36 3,23 2,90 -0,787 -0,532 0,362 0,307 2,871
0,00 0,00 1,03 2,28 2,14 -1,094 -0,894 0,000 0,000 2,052

NO, -0,28 0,78 7,36 2,41 2,22 -1,140 -0,944 -0,005 -0,046 2,250
OCH, -0,02 -0,27 7,87 2,60 2,33 -1,001 -0,833 0,061 0,093 2,344
CH, 2,67 -0,16 24,26 3,05 2,62 -0,652 -0,439 0,455 0,442 2,936

Valores obtidos da referéncia Hansch, C.; Leo, A.; Hoekman, D.; In Exploring QSAR. Hydrophobic, Electronic and Seric Constants; ACS,

Washington, 1995.

2Concentragdo necessaria para inibir 50% do metabolismo das células de E. coli e S cerevisiae, respectivamente.
3Vaores relativos do coeficiente de particéo obtido através da difusio modificada de Taylor-Aris, em sistemas celulares constituidos de meios

de cultura apropriados para E. coli e S cerevisiae.
“Congtante lipofilica de Taylor-Aris. n, = logP,- logP...

5Valores absolutos do coeficiente cromatogréfico de particdo, determinados via RP-HPLC.
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o coeficiente lipofilico. E bem provével, como anteriormente ressal -
tado, que a descricao da poténcia necessite de outro mecanismo que
ndo puramente o de parti¢do.

A inclus8o de termos el etrdnicos e estéreos ndo melhorou a cor-
relagdo, mas o0 uso da refratividade molar, MR, demonstra que ha
uma melhora do modelo. Veja discussdo abaixo para o uso de MR
como melhor descritor fisico-quimico para a atividade biol 6gica das
acilidrazinas. Observa-se, entretanto, que ndo se trata de um termo
aditivo, mas sim de um termo que descreve sozinho a atividade
farmacol égica.

Como mencionado acima, é pouco comum que o uso dalipofilia
ndo sejadiscernivel ou pelo menos pouco discernivel nos estudos de
QSAR em sistemas celulares. O exemplo mais notavel € aquele mos-
trado pelas sulfas, que descrevem a poténcia através de um coefici-
ente negativo para a parti¢ao's 18 19, Seydel e colaboradores, no en-
tanto, encontraram outro exemplo no caso de hidrazidas do &cido
nicotinico atuando frente a M. tuberculosis. Seydel e colaboradores
usaram valores de R | para a obtencéo das propriedades lipofilicas e
Hansch e Leo® usaram log P, mas nenhum dos parametros descre-
veu os dados adequadamente. As duas proposi¢des de Hansch e Leo
que parecem ser adequadas ao presente estudo sd0: o transporte ati-
VO por um sistema com propriedades hidrofilicas poderia transportar
a droga através da membrana lipidica e/ou o receptor poderia estar
localizado préximo da superficie de modo que, como consequiéncia,
adroga poderia acangé-lo através de um cana polar.

A constante lipofilica, =, representa apenas a contribuigdo
fragmental do substituinte. Na descricdo da dependéncia linear da
poténciade acilidrazinas frente a S cerevisiae, o coeficiente paralog
P esta proximo da unidade, o que reflete uma interagdo homo-
energética. Veja a equagdo 13. Entdo, € bem provavel também que
€sse outro mecanismo represente a natureza global da molécula em
termos de suacapacidade de particionar, ou seja, 0 balango hidratacio-
desidratacdo envolve toda a molécula e ndo apenas uma subunidade
lipofilica. O coeficiente angular de log P versus ©t (veja a equacdo
14) é relativamente proximo, embora menor, daquele mostrado na
equacdo 8, mas &, certamente, muito distante da unidade. Isso de-
monstra que o proprio log P ndo esta sendo definido apenas pela
constante lipofilica do substituinte e, portanto, o fendmeno de trans-
porte ndo esta sendo governado apenas por uma subunidade
molecular, mas sim pela molécula global. E provavel ainda que n
esteja descrevendo apenas a “cavidade” eletrofilica do sitio de
interacdo que reconhece e engalfinha subunidade estrutural. O
seu intercepto (equacdo 8) também é bem elevado e demonstra que
no inicio, ou sgja, quando & € zero, a resposta biolégica ainda é
muito sensivel. Esse resultado também confirma a expectativa de
que as substancias mais potentes estejam alinhadas com as substan-
cias mais hidrofilicas da série em estudo.

A lipdfilia é considerada através das mudangas na energia livre
da dessolvatacdo de um composto no seu movimento da fase aquosa
paraabiofase. A dgua de solvatagdo € mantida junto ao soluto®# de
diferentes maneiras. estruturada ao redor do fragmento ndo polar,
por ligacdes de hidrogénio e por interagdes dipolares. Nesse contex-
to, n poderiarepresentar apenas aidentificagdo da cavidade lipofilica
(hidrofilica no presente estudo), ao nivel do receptor.

Descritores Fisicos da Estrutura Tridimensional (3D)

A importancia da estereosseletividade na agdo de um farmaco é
bem conhecida. H& muitos exemplos que mostram a atividade depen-
dente da sua configuragéo e geometria. Um dos exemplos é a diferen-
¢a estabel ecida entre isdmeros 6pticos, devido as suas capacidades de
interagir seletivamente com um sistema bioldgico. Foram os fisico-
quimicos orgéanicos que definiram inlmeros parametros estéreos para
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adescricao dos efeitos estéreos de substituintes em centros de reagtes
de moléculas organicas. O mesmo tipo de efeito estéreo pode ser esta-
belecido e observado em estudos da variacéo das propriedades fisicas
e quimicas, assim como a reatividade quimica, com a estrutura, quan-
do um férmaco esté envolvido em um sistema biol 6gico.

Os descritores estéreos sdo classificados entre: (a) indices
topolégicos baseados na caracterizagdo da estrutura quimica pela
teoria de grafos, (b) descritores geométricos que resultam da visdo
de moléculas orgéanicas em trés dimensdes, (c) descritores quimicos
que sdo derivados da influéncia estérea sobre reactes padrdes, (d)
descritores fisicos que resultam quando moléculas organicas sao
consideradas como objetos em trés dimensdes e seus tamanhos sdo
determinados por propriedades fisicas e (€) descritores diferenciais
que resultam quando uma molécula organica € considerada como
um objeto em trés dimensdes e que varia como resultado das dife-
rencas com uma estrutura referéncia, através do método da
sobreposicdo. N&o € o objetivo deste artigo a discussdo de cada um
desses métodos, para o que se recomenda a referéncia®®. Ao contré
rio, apenas alguns descritores fisicos seréo estudados e, em particu-
|ar, o de refratividade molar, MR.

Charton®* mostrou que os volumes de van der Waals, V, , sfo, em
gera, muito correlacionados com a MR, que também pode represen-
tar fatores de polarizabilidade ao invés de fatores estéreos. Esta ob-
servagdo ndo €&, entretanto, surpreendente, ja que a MR esta relacio-
nada com o volume molar pela equacdo de Lorenz-Lorentz (MR =
(n2=U/n? +2).MW/d). O interval o de variacdo do indice de refracéo é
pequeno e, consequentemente, MR €, em esséncia, o volume molar
gjustado que contém uma contribuicdo eletrénica. Na realidade, a
polarizagdo de uma substancia é dada pela equagéo 9, pois quando a
relacdo de Maxwell n? = ¢ é estabelecida, arefratividade molar igua
la-se a polarizagdo molar.

P, = (e - /(e - 2.MWd 9)
onde ¢ representa a constante dielétrica.

Além disso, Dunn® mostrou que a polarizabilidade de uma mo-
lécula esta relacionada com a polarizagdo molar e a refratividade
molar?®, enquanto que Cammarata?” mostrou a dependéncia com o
parametro lipofilico log P%. Como conseqliéncia natural, MR tam-
bém pode ser dependente de =, ja que ambos dependem do volume
molar. Apesar disso, dependendo de uma escolha apropriada dos
substituintes, MR pode ser ortogonal a r e, hesse caso, suas impor-
tancias relativas podem ser estabelecidas.

Parece evidente que o papel de MR para um ligante pode ser
ambivalente. Ele pode representar forgas dispersivas que agjudam a
interacdo do ligante ao receptor®. Nesses casos esperar-se-ia um
coeficiente positivo para MR. Alternativamente, uma vez que MR é,
até um certo grau, uma medida de volume, ele pode medir a capaci-
dade de o ligante distorcer a conformacdo do receptor para assim
evitar ainteragdo com o substrato. Como a mudanca conformacional
€ detrimental, poder-se-ia esperar um sinal negativo para esse termo.
Os coeficientes angulares negativos refletem, portanto, o impedi-
mento estereoquimico.

Os dados bioldgicos quantitativos descritos acima podem ser
avaliados em termos de MR. A equagéo 10 mostra os resultados ob-
tidos para a dependéncialinear de MR frente a S. cerevisiae.

logl/Cy, ¢ =-0,273 (+ 0,11) (0,1)MR+ 3,883 (+ 0,17)
(n=8,r*=0,857,s=0,111; F = 36,66, I* |, = 0,712) (20)

A primeira hip6tese que pode ser estabelecida a partir da equa-
¢80 acima é que as perturbagbes causadas pelos substituintes estdo
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correlacionadas com MR, sendo rel ativas as interagtes com residuos
polares do sitio receptor ou seu tamanho. O coeficiente angular ne-
gativo é uma indicagdo de que esse Ultimo € o fendbmeno que esta
operando.

Como MR também é uma medida do volume do substituinte, ele
pode ser responsavel por mudangas conformacionais no receptor.
MR € negativo e néo € substituido por E_ (um descritor quimico) ja
que ha uma perda da qualidade do modelo. Portanto, € bem provavel
a existéncia de uma contribuicdo estereoquimica dos substituintes
na posi¢ao-para da benzoilidrazina

A equagdo 10 mostra que 86% da poténcia pode ser explicada
pelarefratividade molar. Uma comparagéo entre as equactes 8 e 10
mostra que a melhor correlagdo é encontrada através do uso de MR
como descritor fisico-quimico e ndo n. Entretanto, uma andlise mais
detalhada evidencia um elevado grau de similaridade entre ambas (r?
=0,876). A inclusdo dos descritores 1 € MR no mesmo modelo ndo
produz qualquer correlag@o significativa em © e um efeito aditivo
entre ambos nédo esta sendo estabelecido. N&o obstante, essa
aditividade ndo seria esclarecedora devido a elevada colinearidade
entre ambos os descritores. Os coeficientes angular e intercepto sio
muito parecidos em ambos os modelos. 1sso estabelece um grau de
dificuldade na distingdo entre ambos, apesar de, estatisticamente, o
modelo representado pela equacdo 10 ser melhor. A capacidade de
predicdo da equagdo 10 € muito superior aquela estabelecida pela
equacdo 8, o que leva a optar pela equacdo 10.

Apesar de E_ndo ser importante para a descricdo dapoténcia das
acilidrazinas em estudo, outros parametros estereoquimicos, taiscomo
ES, STERIMOL, volume molar, podem ser usados no lugar de MR,

Umatentativade correl acionar MR com o par@metro STERIMOL,
L, resultou na equagdo 11.

(0,)MR = 0,515(+0,21)L —0,906(+0,94)
(n=8,12=0857,s= 0377, F =359, 12 = 0,769) (11)

Hansch e Leo® mostraram que MR de 101 substituintes diferen-
tes também s3o correlacionados aos parametros esterimol B1, B5 e
L. Entretanto, como se pode observar pela equacdo 11 apenas L des-
creve MR. Os demais pardmetros ndo sfo significativos. E interes-
sante observar que o coeficiente angular de L naequacdo de Hansch-
Leo, 0,4, é proximo daquele mostrado na equagdo 11, ou sgja 0,5.

O parametro esterimol L também descreve a poténcia das
acilidrazinas em estudo, mas o coeficiente de correlagéo € 0,6, en-
quanto que o coeficiente angular é -0,127, relativamente proximo
daguele mostrado na equagdo 8. Como L representa 0 comprimento
do substituinte ao longo do eixo da ligacéo a partir do carbono-4 do
grupo fenila da acilidrazina, é provavel que a cavidade do receptor
ndo sgja alongada, ja que o n-pentila, por exemplo, o substituinte
mais longo, apresenta uma das menores poténcias relativas, enquan-

Tabela 4. Alguns descritores fisico-quimicos em uso
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to que os menores grupos H e Me, sdo 0s mais potentes. IT também
€ descrito por L (r? = 0,674) e o coeficiente angular € 0,547. Apesar
disso, a poténcia das acilidrazinas continua sendo mais bem descrita
por MR, sozinho. Mas parece 6bvio que MR contém uma dependén-
cia estérea intrinseca e isso esta sendo refletido na dependéncia da
poténcia sobre o descritor geométrico L, elucidando uma caracteris-
tica extremamente importante sobre a natureza do receptor, assim
mapeado.

Para uma série homdloga, log P e o tamanho do substituinte
seriam perfeitamente colineares. Portanto, ndo é, em geral, muito
fécil o plangamento de uma série congenérica em gque ambos néo
sgjam parciamente colineares. No presente estudo, log P_,,"* € bem
correlacionado com MR (r? = 0,821) e também é relacionado com L
(r? = 0,635). Entretanto, o que € surpreendente é o fato de que o
coeficiente angular de L, 0,094, estabelece que log P, € muito pou-
co susceptivel aL. O coeficiente de MR também é muito pouco sig-
nificativo (0,192) e ambos sdo relativamente semelhantes, mas am-
bos ndo tém qual quer significado quando considerados aditivamente
pela equacdo de Hansch/Fujita®. Uma possibilidade de descrever o
tamanho dos substituintes da-se através do uso da massa molar. Mas
uma tentativa de correlacionar log P,, com MW n&o levou a qual-
quer resultado significativo. O mesmo aconteceu paralog 1/D_(Sc)
versus MW.

O volume dos substituintes pode ser usado no lugar de MR. Es-
tes volumes calculados por dois métodos diferentes sdo aqueles re-
presentados por MG-Vol* 3 e SA-Vol* % e podem ser encontrados,
juntamente com aguns outros, na Tabela 4.

MR é colinear com MG-Vol, r? = 0,974, e L também é, r>=0,826.
Entdo, embora as correlacdes acima sgjam relativamente ineficazes
esta claro que tanto MR como L apresentam uma constituicdo de
volume molar intrinseca.

Efeito Eletrbnico

A eguacdo 12 mostra os resultados da andlise estatistica para as
poténcias frente a S cerevisiae estabelecidas, quando o pardmetro
eletrénico de Hammett p  foi usado como descritor fisico-quimico.
Como se pode observar, ndo ha uma correl acdo estabel ecida entre o,
elog 1/C_. A capacidade de predigéio do modelo néo tem qualquer
significado.

Logl/C(so) o = 0245 (£ 0,75)6p + 3,536 (+ 0,24)
(n=8;r*=0,095; s=0,279; F=0,632; r* , = -0,440) (12

A selegdo do intervalo de variagdo de o, € -0,27 < 5, < 0,78.
Isso mostraque apesar do interval o relativamente bom, esse descritor
€eletrdnico ndo foi necessério paradescrever aatividade farmacol 6gica
em estudo. O valor de p da QSAR mostrada na equagdo 12 é positi-

Descritor/ Br NO, H Me OMe t-Bu CH, CH
Substituinte

E, -1,16 -1,765 0 -1,24 -0,55 -2,78 -164  -166

F 0,44 0,67 0 -0.02 0.26 -0.07 -0.06  0.08

r -0.17 0.16 0 -0,13 -0,51 -0,13 -009  -0,08

L 3,82 3,44 2,06 2,83 3,98 4,11 6,97 6,28

Bl 1,95 1,70 1,00 152 135 2,60 1,52 171

B5 195 2,44 1,00 2,04 3,07 3,17 4,94 311
MW 319,3 286,3 240,3 2543 270,3 290,3 3103 3163
MG-VOL 0,197 0,196 0,022 0,163 0,221 0,585 0,726 0,630
SA-VOL 2351 24,5 148 18,78 27,24 86,99 8527 72,20
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VO e descreve 0 aumento da poténcia através do aumento de o, Com-
pare seu valor absoluto com os coeficientes das equagtes 8 e 10. O
aumento desse descritor implica, necessariamente, em que grupos
eléron-retiradores sgjam importantes para, provavelmente, aumen-
tar aionizagdo dos grupos -NHR das acilidrazinas. Mas a pouca de-
pendéncia de o, sobre a poténcia revela outra informagdo sobre o
mecanismo de a¢o dessas acilidrazinas. A natureza da interacéo da
droga atuando no receptor ao nivel da extensdo de cargas desenvol-
vidas no estado de transi ¢do néo leva em consideragdo a transmisséo
dos efeitos eletronicos dos substituintes para a composi¢éo da ativi-
dade farmacol 6gica. Este resultado corrobora o fato de que somente
0 pardmetro de refratividade molar (e/ou lipofilico) € necessério para
descrever aatividade farmacol6gica, ja que o, também néo é signifi-
cativo no modelo aditivo.

Como a equacdo de Hansch/Fujita permite a inclusdo de outros
parametros el etrdnicos que ndo apenas 0 ¢ . de Hammett, os seguin-
tes também foram estudados. ¢*, o', 0% o°, 5, 6, €, R ef de Swain -
Lupton, sem resultar, entretanto, em model os significativos.

S. cerevisae: Relagdo Linear Atividade-Lipdfilia (logl/C,, =
alogP,, +b)

A equagdo 13 mostraosresultados obtidos quando asacilidrazinas
foram estudadas frente a S cerevisiae e sua dependéncia com log
P, obtido a partir do método de Taylor-Aris™.

logl/Cy, o, = 1,223 (+ 0,67) log P, + 2,673 (+ 0,49)
(n=8,1?=0,771; s=0,141; F = 20,147; r* _ = 0,532) (13)

onde log P, representa o coeficiente de particgo obtido diretamente
do sistema celular através do método de Taylor-Aris, e ndo do mode-
lo octanol-agua®.

A dependéncialinear de log P ndo constitui qualquer novidade,
ja que é bem sabido sobre esse comportamento e a literatura esta
repleta de exemplos dessa natureza. Entretanto, é bom ressaltar que
0 aumento linear da poténcia ndo permanece assim infinitamente
com o aumento dos valores de log P_,, ja que dependéncias parabo-
licas e bilineares também s3o encontradas.

E importante enfatizar que o modelo mostrado pela equacio 13
constitui 0 primeiro exemplo que demonstra o uso do coeficiente de
particdo obtido diretamente em sistemas celulares. Esse modelo de-
monstra que a determinagéo de log P diretamente em sistemas celu-
lares é viavel e congtitui um grande avanco na tecnologia atual.

O coeficiente angular da equagdo 13 &, virtuamente, 1, o que
estabelece uma relagdo homo-energética entre a poténcia e a parti-
¢80 das drogas. Esse coeficiente angular € muito diferente daquele
estabelecido pela equagdo 8 mas também € negativo. Portanto, con-
sideragBes similares podem ser estabelecidas. Um coeficiente angu-
lar préximo da unidade, mas negativo, implica que as moléculas es-
tejam quase completamente hidratadas e/ou engalfinhadas em uma
cavidade hidrofilica ou em uma fenda de biomacromol éculas
hidrofilicas no ponto critico de suas a¢les.

Uma explicacdo provavel paraisso pode ser encontradano fato de
gue a constante lipofilica da equagéo 8 foi obtida do sistema octanol-
agua, enquanto a particdo mostrada na equagdo 13 foi obtida do pro-
prio sistema celular. Ou sgja, alipofilia dafase biolipidica é menor do
que aguela encontrada no sistema octanol-agua. Este resultado esta
amparado pela correlacio estabelecida entre log P, e n através da
equacdo 14. E possivel também que as moléculas ou suas subunidades
lipofilicas sgjam mantidas na superficie da biomacromolécula

log P, < = 0,176 (+ 0,018) - 0,880 (+ 0,025)
(n=8, 12 =0,990; s = 0,021; F = 586,67; I _ = 0,979) (14)

Quim. Nova

Esté evidente a partir daequacdo 14 que a contribuicgo lipofilica
do substituinte é suficiente para descrever o coeficiente de particao
em S cerevisiae, embora em pequena extensao.

Relacdo Linear Atividade-Lipofilia Calculada

O conceito de aditividade e congtitutividade permite que os coe-
ficientes de parti¢do para inimeras moléculas sgjam calculados. Os
log P_,_ das hidrazidas foram correlacionados com as suas poténcias
e aequagdo 15 mostra o resultado.

logl/Cy, . =-0.232 (+ 0,16) log P_,_+ 4,272 (+ 0,53)
(n=8;r*=0674; s=0,168; F = 12,381; r* _ = 0,095) (15)

A equacdo 15 é smilar as demais equacles que estabelecem a de-
pendénciadas poténcias das cilidrazinasfrente a S cerevisaeeacons
tante lipofilica, . Entretanto, ha também uma consideragdo de extrema
relevancia que se refere as magnitudes dos codficientes angulares. Para
a dependéncia sobre log P,,, 0 coeficiente € proximo da unidade, mas
inferior aos valores caculados, derivados da constante lipofilica ou
mesmo do parametro cromatografico (vejaabaixo). Parece evidente que
0 sistema octanol-agua como mimetizador da membrana biolGgica é
mais lipofilico do que aquele experimentado pelo sistema celular. O
coeficiente negativo, apenas enfatiza uma vez mais que as substncias
mais hidrofilicas € que produzem as maiores poténcias.

Relac8o Linear Atividade-Lipofilia Cromatogréafica (logl/C,, =
alogP_, +b, logl/C, = alog k +b elogl/C_ = alog k , +b)

O parémetro cromatografico pretende descrever o coeficiente de
particdo octanol-agua e o fez, mais uma vez, adequadamente. Entre-
tanto, tem sido postulado que esse descritor também pode, natural-
mente, ser incluido na andlise da QSAR*. A equacdo 16 mostra a
dependéncia das acilidrazinas em estudo frente a S cerevisiae.
logl/Cy, . =-0,633 (+ 0,43) log k ,, + 5,084 (+ 1,06)
(n=8,r*=0,682, s=0,166; F = 12,854; r* _ = 0,474) (16)

A corrdlacdo mostrada na equagao 16 é apenas razoavel, apesar de
ser edtatisticamente valida. O coeficiente angular também é negativo e
suamagnitude é da ordem de 0,6, um coeficiente menor do que aunida
de, mas comum para sistemas celulares corroborando os resultados pré-
vios. E interessante a sensibilidade da poténcia frente a0 parametro
cromatogréfico. O elevado valor do intercepto indica essa sensibilidade.

Tem também sido postulado que a atividade farmacol 6gica pode
ser correlacionada com o parémetro cromatografico log k e a equa-
¢do 17 mostra a correlagdo da poténcia de acilidrazinas frente a S
cerevisiae sobre log k(75% MeOH/25% H,0).
logl/Cpy, 5 = -0,534 (£ 0,35) 109 K (150, \1coposso ooy + 3467 ( 0,15)
(n=28;r*=0,694, s=0,162; F = 13,620, r* _ = 0,188) a7)

Emborasgjadificil estabelecer qual € amelhor entre as equactes
16 e 17, esta evidente que ambas sdo muito similares. Consideran-
do-se, entretanto, a capacidade preditiva, rzw, aequacdo 16 tem me-
Ihor significado. Portanto, parece ser real 0 argumento de que log k
também pode ser usado como parémetro cromatogréafico para a par-
ticdo e consequente descricéo da poténcia bioldgica

E. coli

As equagtes 18 a 22 mostram os resultados obtidos para a mes-
ma série de acilidrazinas frente & E. coli. Muitos dos resultados dis-
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cutidos para S cerevisiae sdo validos para E. coli e, portanto ndo
serdo abordados novamente.

IoglJC(SO) e = -0,298 (+ 0,14) p + 3,529 (+ 0,20)
(n=8;r*=0,815; s=0,169; F = 26,635, r*_, = 0,597) (18)
IogJ./C(50 & = 0,374 (£ 0,13) (0,1)MR + 3,708 (x 0,20)
(n=8;r*=0,893; s=0,128; F = 50,503; r?_ = 0,815) (29)
Iogl/C(EO) e = -0,176 (£ 0,13) L + 3,976 (* 0,59)

(n=8;r=0,797; s=0,238; F = 10,461, r2W =0,359) (20
Iog]JC(SO) g = -1,939 (+ 1,03) IogP(TA €0 +1,468 (+ 0,96)
(n=8,r*=0,779; s=0,185; F = 21,132, r* = 0,535) (21)
Iogl/C(SO) g = -0,900 (£ 0,50) log k, +5,431 (+ 1,23)
(n=8;r*=0,734,s=0,192; F = 19,353, r?_ = 0,626) (22)

Analisando comparativamente essas equagdes, 0 primeiro aspecto
que parece de extrema relevancia é que ha nos estudos realizados, o
encontro de uma situagdo reversa: ou sgja, tanto para S cerevisiae
como para E. coli as diacilidrazinas tém um coeficiente angular ne-
gativo para rr, log P e MR e, somente log P,, € MR descrevem a
QSAR com uma validagdo estatistica mais apropriada. Veja a dis-
cussao abaixo sobre a validagdo cruzada.

O coeficiente negativo implica em que as acilidrazinas mais
hidrofilicas e/ou menos volumosas sgjam as mais toxicas para a le-
vedura e para a bactéria Gram-negativa.

Um dos primeiros exempl os sobre este comportamento, e possi-
velmente um dos mai's esquecidos foi mostrado por Enders e Rohr®,
em 1942, quando a QSAR ainda n&o havia nascido!

Esses pesguisadores mostraram que a bactéria Gram-negativa E.
coli sobreviveria um tempo suficientemente grande em tetracloreto
de carbono para que a toxidez de dcoois pudesse ser investigada e,
mostraram o que se conhece como efeito hidrofébico reversivel. A
equacdo 23 mostra este resultado.

logl/C =-0,42 (+ 0,20) log P - 0,67 (£ 0,12)
(n=4;r2=0,976; s=0,054) (23)

O coeficiente negativo da equagéo 23 estabelece que os dlcoois
mais hidrofilicos s8o mais téxicos paraabactéria. Os alcoois polares
sd0 empurrados paraforado CCl, nadirecdio damembranabacteriana
mais polar. Eles observaram ainda que os dcoois sdo mais toxicos
em CCl, do que em agua, mas quando Staphyl ococcus aureus (uma
bactéria Gram-positiva) foi usada, 0 meio praticamente néo afetou a
toxidez dos élcoois.

Talvez a primeira correlagdo envolvendo dados sobre atividade
antibacteriana tenha sido desenvolvida por Bell e Roblin®, através
de umarelaggo parabdlicaentre pK, e apoténciade sulfas. Posterior-
mente, Silipo e Vittoria® mostraram que a inibicdo de E. coli
pelas sulfas era descrita por uma relaco bilinear, mostrada na equa-

cB0 24.

logL/C = 0,97(+0,10)pK _— 1,56(+0,52)l0og(b.10°2 + 1) + 0,56(-0,55)
(n=87,r?= 0878, 5= 0,256; pK, ideal = 6,26) (24)

A equacao 24 estd baseada nos dados de Bell e Roblin e Seydel
e colaboradores® .
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Uma primeira andlise enfatiza que os efeitos hidrofébicos po-
dem ndo ter qualquer importancia e 88% davarianciaem log1/C ndo
contém um termo em log P ou .

Embora haja uma dificuldade com a determinagéo experimental
de log P (ou mais precisamente log D)* ¥, porque boa parte dos
compostos estaria ionizada em pH fisiol6gico, pode ser provave a
existéncia de colinearidade entre pK, e log P em seus valores extre-
mos. Ou sgja, compostos ionizados terdo pequenos valores de log
D.* Entretanto, separar pK_ da lipofilia seria mais dificil do que su-
gere a equagdo 244,

Inimeras QSARs tém mostrado que ha, pelo menos, dois tipos
de coeficientes angulares para os termos log P e os exemplos mos-
trados a seguir servem para evidenciar muitas similaridades com os
resultados obtidos, que os suportam claramente. Ent&o, algumas li-
mitagBes como o nimero de compostos (n = 8) passam a ndo ter
muitaimportancia ja que os resultados refletem uma validagao late-
ral ou pelo menos hipoteticamente lateral do modelo encontrado.

(i) Inibicdo do crescimento de E. coli por ArCOO*

logl/C = 0,63 (+ 0,26) log P + 3,65 (+ 0,54)
(n=6; r2=0919; s = 0,139) (25)

(ii) Inibi¢&o do crescimento de E. coli por amidinas: X-
CH,CH,NH(NH,")NHR*

logRBR = 0,67(+ 0,17) log P -1,73(+ 0,52)log (.10 P +1) + 0,75
(+ 0,59)0, + (£0,49)
(n=20; r*=0,854; s = 0,315; logP, = 4,59 (+1,4)) (26)

Os coeficientes angulares das duas equagdes 25 e 26 sd0 muito
similares para diferentes compostos quimicos. Por isso, é bem pro-
vével que ambas as séries de compostos experimentem uma mesma
biofase.

A média entre ambos os coeficientes angulares é de 0,65, mas,
obviamente que ndo se poderia imaginar que todos os coeficientes
angulares fossem proximos dessa média para as células Gram-nega-
tivas. Os dois exemplos das equages G da Tabela 1 e 27 mostram
que esses coeficientes podem ser bem diferentes®.

logl/C = 0,42 (+ 0,12) CLOGP + 6,39 (+ 0,33)
(n=11; 12 = 0,865; s = 0,249) 27

para ainibi¢do do crescimento de E. coli por alquilisotiocianatos.
No caso da QSAR mostrada pela equagdo G da Tabela 1 parece
que todos os efeitos lipofilicos estéo ausentes e apenas o efeito ele-
trénico parece ser importante. Entretanto, como sugere a prépria
equagdo 27, onde o efeito lipofilico é importante, a QSAR prévia
pode precisar de uma melhor andlise.
A inibicdo de 50% de células de E.coli por sulfonas®® é mostrada

na equacdo 28.

logl/C = 0,61(+0,13)CLOGP — 1,56(+0,40)l0g(B.10°-°% + 1) -
0,48(+0,24)c + 4,45(+0,21)
(n=17,12=0912, 5= 0,220; logP, ideal = 1,15) (+ 0,53)  (28)

Essa equagdo ja apareceu no formato da equacdo 24, masfoi re-
escrita por Hansch e Leo*. O modelo bilinear mostrado na equagéo
28 pode ser escrito na forma da equagdo modificada (29) quando os
substituintes COO", NHCH,COO e CONHNH, séo excluidos.

Logl/C = -0,60(0,29)CLOGP — 0,47(+0,31)c + 5,34(+0,60)
(n=14; 12 = 0,792; s = 0,249) (29)
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Embora a QSAR da equacdo 29 ndo apresente uma excelente
correlagdo, ela é estatisticamente vélida e seus coeficientes estdo em
concordancia com aqueles da equagdo 28 e mostram que o efeito
hidréfobo ndo é artificial. O coeficiente de particdo idea daequacdo
28 é pequeno e o coeficiente angular de CLOGP na equagéo 29 é
negativo. Parece que o significado reside no fato de as sulfonas ndo
penetrarem na célula por difusdo passiva, mas, provavelmente, atra-
vés de um canal polar.

Os processos pelos quais substancias quimicas entram nas célu-
las ndo sdo entendidos claramente. Ha pelo menos trés caminhos
que sdo bem aceitos: a difusdo passiva através da membrana (parede
celular), transporte ativo por um sistema dependente de energia, e a
difusdo através de canais especiais. O transporte passivo parece fa-
vorecido pelo aumento da lipofilia em uma série de substancias
congenéricas. O transporte ativo depende do sistema de transporte
que reconhece certas caracteristicas estruturais, através do transpor-
te por proteinas. Células Gram-negativas contém canais construidos
por uma triade de proteinas chamadas porinas, que podem ser isola-
das e reconstituidas em lipossomos para a realizacdo de experimen-
tos extra-celulares* s,

Essas porinas existem em uma camada extra na estrutura da pa-
rede celular e ndo estéo presentes em células Gram-positivas. As
células Gram-negativas parecem desenvolver resisténcia a certos ti-
pos de substancias téxicas limitando a produgéo de porinas ou pro-
duzindo porinas com o tamanho do canal limitado. Com excecdo do
tamanho, as porinas atuam de maneira ndo especifica ja que permi-
tem que uma variedade de moléculas hidrofilicas entre para o interi-
or da célula. O limite maximo parece ocorrer para moléculas com
massa molar até 500-600%2.

A superficie do canal da porina deve ser bem hidrofilicaem na-
tureza, ja que Nikaido e colaboradores mostraram que a passagem
através das porinas esta correlacionada com o log P negativo® .
Infelizmente, entretanto, os valores de log P de muitas substancias
estudados ndo estéo disponivels, mas esses pesguisadores mostra-
ram que a interagdo de porinas em lipossomos com agUcares e seus
derivados era dependente do tamanho, medido pela massa molar das
substancias. Nenhum termo hidréfobo foi necessério para a descri-
¢80 dainteracdo. Entretanto, Yoshimura e Nikaido*® estudaram uma
série de B-lactamas difundindo através de canais da porina de E. coli
K-12 e Hansch e Leo™ derivaram a QSAR respectiva mostrada na

equacdo 30.

log k = -3,09(+2,3)log MW - 0,37(+ 0,38)CLOGP + 9,72(+ 6,2)
(n=9; r?=0,687; s=0,195) (30)

Hansch e L eo sugeriram que embora a equagéo 30 ndo apresente
uma correlagdo muito boa, ela é estatisticamente valida e estabelece
que tanto o tamanho quanto a lipofilia sdo fatores importantes. Su-
gerem ainda, que essa equacdo tem o objetivo de motivar pesguisas
gue confirmem expectativa. Mas, em nosso entendimento, o
termo CLOGP néo € significativo uma vez que ele pode assumir o
valor zero.

Doub e colaboradores®™ estudaram o efeito de sulfonamidas so-
bre E. coli em camundongos e, a partir de seus dados, Hansch e
Leo® derivaram a equagéo 31.

/7\
N N

—R
HZN@E_NH o}
e}

logl/C = -0,79(0,18)r + 5,74(x 0,33)
(n=7;12=0962; s=0,083) (31)

Quim. Nova

Apesar de os experimentos terem sido realizados em animais, a
dependénciadalipofilia é similar aquelas mostradas nas QSARS das
equacdes 30 e 31. Ou sgja, quanto mais hidrofilica a sulfonamida
mais potente o farmaco.

Os coeficientes angulares também sdo préximos da unidade para
diferentes moléculas frente a E. coli.

As tetraciclinas constituem uma classe importante de antibiti-
cos de uso clinico e varios estudos tém sido realizados para €l ucidar
suas SARSS,

Um resultado interessante foi mostrado por Miller e colaborado-
res®; emboranao hajaqual quer correlacdo dapoténciadetetraciclinas
com log P @ inibicdo de células resistentes de E. coli por log P
(determinado em pH 6,6) existe e esta mostrada na equagdo 32.

A eguagdo 32 mostraque quanto maislipofilicafor atetraciclina,
mais toxica ela serd para as células resistentes. Como as células sdo
resistentes a tetraciclina, umamoléculapolar - log Pop™ -1,05, pare-
ce que as células resistentes “ergueram” uma parede hidréfoba para
sua protegdo, que somente pode ser penetrada por substéncias mais
lipideo-solGvels.

HO CH; N(CHs),

logk = 1,30(10,52)IogPapp —7,31(+0,36)
(n=12; r>=0,750; s=0,442) 32

Logo apbs sua descoberta em 1948, o cloranfenicol tornou-se
um antibiético importante. Tem sido estimado que entre os anos de
1950 e 1970 cerca de 40 milhdes de pessoas usaram-no, mas devido
a efeitos colaterais indesgiavels ndo tem sido mais usado com tanta
frequéncia. Apesar disso, ainda ha muito interesse cientifico nessa
molécula, ja que ela é capaz de inibir a sintese de proteinas por
ribossomos bacterianos.

A inibicdo de E. coli por cloranfenicois esta mostrada na equa-
Géo 33, onde R = CHCL,

OH

OH

HN R

T

O

log k=0,93(+0,27)logP—1,5(+0,94)log(B.10°% + 1) + 1,30(+0,81) 5>
+ 0,12(+0,32)
(n=16; r>=0,867; s= 0,280; log P, = 1,92(x0,51) (33

Na equacdo 33, k representa a constante de rapidez do cresci-
mento microbiano. O valor de log P, € relativamente pequeno para
culturas de células, sugerindo que algo mais do que a penetragéo
celular associada ao aumento da lipofilia das moléculas pode estar
participando do processo. Possivelmente, o sitio de agdo tenha uma
capacidade hidrofébica limitada.

Tem sido sugerido que as células de leveduras parecem ser mais
sensivel s acompostos hidrofébicos do que bactéricas®. De qual quer
maneira, parece evidente que os resultados obtidos e que conside-
ram a atividade bioldgica de acilidrazinas frente a E. coli estdo am-
parados em alguma evidéncia experimental de outras séries de com-
postos, validando dessa forma as QSARs propostas.
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Correlacdo entrelog P, elog P_,

A existéncia de correl agBes extratermodinémicas entre as potén-
cias das acilidrazinas e os coeficientes de parti¢éo obtidos do siste-
ma octanol-agua, do sistema cromatografico que o mimetiza e até
mesmo aguel e determinado no proprio sistemacelular (log P, ) pode
ser resumida através da Figura 1.

fase octanol biofase

|

fase aquosa

Phio

P octanol 1

fase aquosa

Figura 1. Modelagem de logP em octanol e biofase com a fase aquosa

Um postulado semelhante ao de Hammett (Collander®?) estabe-
lece a correlaggo entre log P, elog P_,, mostrada na equagéo 34.

logP, =alogP_+b (34)

Postulando-se 0 modelo da equagéio 34, obtém-se as equagdes
35e36, para S cerevisiae.

log P, = 0,2 (+ 0,038) log P_,_- 1,338 (+ 0,12)
(n=8;r2=0,964; s=0,039; F = 166,57, I°,, = 0,899) (35)

log P, = 0,512 (+ 0,2) log P,, - 1,958 (+ 0,49)
(n=8;r2=0867, s=0,077; F= 3882 12 = 0,711) (36)

Equacdes similares podem ser encontradas quando E. coli é usa-
da como sistema biol6gico. As equagBes 37 e 38 mostram os resulta
dos.

log P, = 0,169 (+ 0,037) log P_, . - 1,446 (+ 0,12)
(n=8;r2=0,954; s=0,038; F = 128,49; r>_ = 0,920) (37)

log P_, = 0,446 (+ 0,15) log k , - 2,000 ( 0,36)
(n=8; r*=0,904; s= 0,056; F = 56,35; r*_ = 0,781) (38)

Todas as correlagfes sdo excelentes e podem ser consideradas
como representativas do fato de que aparti cao nabiofase € mimetizada
pelo sistema octanol-agua. Entretanto, ndo se tratam de relagdes ti-
picamente homo-energéticas.

Validacdo Cruzada: E. coli versus S. cerevisiae

O correto entendimento das relagdes entre estrutura quimica e
atividade hioldgica depende da validagéo laterd da QSAR 5%, ou
sgja, através de suarelagdo com uma matriz de relagfes autoconsis-
tentes.

Como a atividade biol 6gica de um composto € a combinagdo de
vérios efeitos distintos conhecidos e desconhecidos, é importante a
determinagdo de diferentes efeitos bioldgicos em diferentes siste-
mas. A agregacao desses efeitos e um “nlmero mégico” - atividade
bioldgica, reduz o contelido da informagdo e, portanto, faz-se mis-
ter avalidacdo lateral.

A validacdo latera realizada e agora mostrada esté usando o se-
guinte conceito: a mesma série de compostos é estudada frente a
diferentes sistemas celulares’.

Validagdo Lateral em RelagBes Quantitativas entre Estrutura e Atividade Farmacol 6gica, QSAR 239

A equacdo 39 mostra a dependéncia linear da poténcia de
acilidrazinas frente a S cerevisiae versus a poténciafrente aE. coli.
em uma relacdo de validacdo lateral.

logl/C,_(Sc) = 0,489(0,16)l0g1/C,(Ec) + 2,065(+0,49)
(n=8,12=0,904, s= 0,093, F = 56,44, 12_ = 0,788) (39)

A equagdo acima representa uma relacdo extratermodindmica
entre atividades biol dgicas, ou sgja, aatividade frente alevedurasea
atividade frente a bactérias, para a mesma série de compostos.

O processo de transporte €, aparentemente, 0 mesmo. A equagdo
40 estabelece uma correlagdo entre os coeficientes de particdo em S
cerevisiae e E. coli.

log P, = 1,147 (+ 0,25) log P, _ + 0,338 (+ 0,23)
(n=8; 1= 0,954, s = 0,045; F = 125,22; r>_ = 0,921) (40)

A equacdo 40 indica a existéncia de uma relagdo extratermo-
dinamica na particdo entre a mesma série de compostos em diferen-
tes sistemas celulares. Os coeficientes da equagdo 40 sio positivos:
o coeficiente angular tende a um enquanto que o linear tende a zero.
O coeficiente angular préximo da unidade revelauma relacéo homo-
energética entre as parti¢gdes e pode ser uma consequéncia de modos
de transportes similares. Ou sgja, como a propriedade lipofilica ndo
difere para compostos correspondentes, o efeito dos substituintes no
processo de transporte € similar. Portanto, o processo de transporte
da mesma série de compostos através de dois sistemas celulares di-
ferentes deve experimentar um ambiente fisico-quimico similar. Este
resultado sugere que os compostos perturbam a membrana para pro-
duzir o resultado final da mesma maneira.

O intercepto revela que, provavelmente, no inicio do processo as
células de S cerevisiae s80 mais sensivels ao efeito lipofilico dos
substituintes.

CONCLUSAO

Os resultados acima descritos aliados a aqueles obtidos da litera-
tura sugerem que a obteng&o de um modelo em QSAR ndo é o sufici-
ente para descrever um sistema heterogéneo como o biolégico. Muitas
vezes, um sistema homogéneo definido dentro dos limites da fisico-
quimica orgénica é usado comparativamente a esses sistemas biol 6gi-
cos heterogéneos. O fato de sua comparacdo ser possivel estabelece
um critério mais apropriado e robusto paraavalidaggo daQSAR, prin-
cipalmente quando ela for usada como modelo de predicdo para a
aividade farmacol 6gica de substancias jamais sintetizadas.

Os resultados apresentados neste artigo, entretanto, constituem
apenas algumas introjegdes as possivels relagdes de interacdo qui-
mica-si stemabiol dgico. Elucidar essasinteragfes extremamente com-
plexas ndo pode estar resumida a uma simples quest&o polinomial.
Ser&0 necessarios que trabal hos cuidadosos de quimicos(as) medici-
nais, juntamente com uma miriade de outras especialidades, sgjam
realizados e validados em bioquimica e/ou farmacol ogia antes mes-
mo que seus efeitos sgjam delineados apropriadamente.

Dessa forma, este trabalho tem também o objetivo de incentivar
a outros(as) pesquisadores(as) preocupaces relativas as validagtes
cruzadas, com caracteristicas impressas de tal forma que os modelos
nado sejam apenas model os, mas, muito mais do queisso, que sirvam
para descrever a mée natureza um pouco mais de perto.

GLOSSARIO DE TERMOS

log k = constante de rapidez ou equilibrio de uma reacdo quimi-
ca p = medida da suscetibilidade de uma reagdo quimica ao efeito



240 Montanari et al.

eletrénico do substituinte de Hammett; ¢ = efeito eletronico do
substituinte de Hammett; QSAR, do inglés, relagbes quantitativas
entre estrutura quimica e atividade farmacoldgica; 3y b= indice de
conectividade de val éncia-caminho de ordem trés; log P = coeficien-
te de particdo obtido, em geral, de octanol/agua; n = nimero de ob-
jetos (compostos) em estudo; r? = coeficiente de correl acdo que mede
a capacidade de gjuste de pontos a uma curva; s = desvio padréo ao
gjuste da curva; F = teste de Fisher; r? = validagéo cruzada que
mede a capacidade preditiva do modelo. Os valores entre parénteses

nas equagdes representam o limite de confidéncia de 95%; logl/! 0 =

concentracdo necessaria parainibir 50% do crescimento ou metabo-
lismo celular; MR = refratividade molar; L = mede o comprimento
do substituinte ao longo de um €ixo; n = constante lipofilica; log P,
= coeficiente de partico obtido pelo método de Taylor Aris; log P,
= valores de log P calculados por método fragmental; CLOGP =
valores de log P calculados pelo programa CLOGP; log k = fator
cromatogréfico de capacidade; log k , = fator cromatografico de ca-
pacidade obtido por extrapolacdo para 0% do agente modificador;
log(B.10°@ +1) = modelo hilinear para a resposta biolégica depen-
dente da constante de ionizacao e de sua fragdo; log(.10°-°%" + 1) =
idem, para a fragdo de particéo; log P, = coeficiente de particéo
obtido diretamente em um sistema bioldgico: Sc para S cerevisiac e
Ec paraE. coli.
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