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RESUMO

A avaliagdo do potencial carcinogénico de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(HPA) e seus metabolitos é realizada através de Analise de Componentes Principais
(ACP) e da Relacdo Quantitativa da Estrutura-Atividade (QSAR) usando descritores
hidrofdbico (LogP), estéreos (volume e area superficial) e eletronicos (EAadia, 1 € AEL-H).
Os descritores eletronicos foram obtidos com céalculos quimico-quanticos do tipo AM1.
O modelo de interagdo DNA-HPA usado é baseado na Teoria de Ressondncia néo
sincronizada da ligacdo covalente (RVB) de L. Pauling, onde essa interacdo é descrita
como uma transferéncia de elétron entre os orbitais de fronteira HOMO e LUMO. No
estudo QSAR foram reproduzidos valores experimentais do LD50 (dose letal para matar
50% de uma populacgdo de ratos) com seis modelos matematicos de regressao validados
estatisticamente com 95% de confianca, com destaque para 0 modelo 4 que reproduziu
com erro relativo < 1% o LD50 do antraceno, benzo[a]antraceno e benzo[a]pireno. A
ACP foi refinada utilizando dados eletrénicos de metabdlitos dos HPA, obtendo-se uma
indicacdo de que sao potencialmente carcindgenos, um resultado importante, uma vez que
muitos dos HPA estudados estdo no grupo 3 do IARC (International Agency for Research
on Cancer), ou seja, ndo estdo classificados quanto a sua carcinogenicidade, indicando

que eles precisam urgentemente serem reavaliados.

Palavra-chave: Hidrocarboneto policiclico aromatico (HPA). Relagdo quantitativa
estrutura-atividade (QSAR). LD50. Analise de componentes principais (ACP). Calculos
AML1.



ABSTRACT

The assessment of the carcinogenic potential of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH)
and their metabolites is performed through Principal Component Analysis (PCA) and
Quantitative Structure-Activity Relationship (QSAR) by using hydrophobic descriptors
(LogP), stereo (volume and surface area) and electronic (EAadia, u and AEL-H). Electronic
descriptors were obtained from AM1 (Austin Model 1) quantum-chemical calculations.
The HPA-DNA interaction model used is based on the unsynchronized resonance of
covalent bond theory (RVB) of L. Pauling by considering this process as an electron
transfer between the HOMO and LUMO frontier orbitals. The QSAR study reproduces
the experimental LD50 values (lethal dose to kill 50% of a population of rat) with six
regression mathematical models validated statistically with confidence 95%, especially
the model 4, which reproduce LD50 of anthracene, benzo [a] anthracene and benzo [a]
pyrene with relative error <1%. The PCA was refined using electronic database of
metabolites of PAH, giving indication that are potential carcinogens, an important result,
since many of the HPA are in group 3 of the IARC (International Agency for Research
on Cancer), that is, are not classified according its carcinogenicity, indicating that they

need to be urgently reassessed.

Keyword: Polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH). Quantitative structure-activity
relationship (QSAR). LD50. Principal component analysis (PCA), AML1 calculations.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 Hidrocarbonetos Policiclicos aromaticos

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) sdo uma classe de compostos
exaustivamente estudados, devido principalmente ao potencial carcinogénico e mutagénico que
as substancias do grupo e seus derivados apresentam. Neste capitulo descreveremos as
propriedades dos HPA, uma vez que elas sdo importantes na compreensdo do comportamento
desses compostos no meio bioldgico e ambiental. Descreveremos também as principais fontes
de emissdo de HPA e atividade carcinogénica desse grupo, que € o tema desta dissertacdo. Em
seguida apresentaremos as vias de ativacdo metabolica que os HPA sofrem depois de entrar no
organismo. Finalmente faremos uma discussao breve sobre os trabalhos quimico-quanticos

realizados com a finalidade de investigar o potencial carcinogénico dos HPA.

1.1.1 Propriedades dos HPA

As propriedades fisico-quimicas exercem papel fundamental na compreensdo do
comportamento bioldgico e ambiental dos HPA, por isso algumas dessas propriedades sdo
mostradas na Tabela 1. Uma andlise dos dados revelam que os HPA apresentam baixa
solubilidade em agua, principalmente, aqueles que possuem maior nimero de anel aromatico,
por exemplo, o benzo[a]pireno (B(a)P). Além da solubilidade, os valores do coeficiente de
particdo octanol/agua (Log Kra)), que indica a afinidade de uma substancia por sistemas
lipofilicos, mostram que os HPA possuem alto carater lipofilico, principalmente os de maior

massa molar. Na tabela 1 temos o benzo[a]pireno com maior Log K(oa).

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas de alguns HPA (Adaptada da ref. 1-2). MM, massa

molar; PV, pressdo de vapor; Log Koa), coeficiente de particdo octanol/agua; S, solubilidade

em agua
A NUmero MM PV (Pa, Log
Substancia de anéis (g9/mol) 298K) K(ora) S (mg/L)
Naftaleno 2 128 36,8 3,37 31
Fluoreno 3 166 0,71 4,18 19
Fenantreno 3 178 0,110 4,57 11
Antraceno 3 178 0,078 4,54 0,045
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Acenafteno 3 154 0,3 3,92 3,8
Pireno 4 202 0,012 5,18 0,132
Benzo[a]antraceno 4 228 2,80 - 10° 5,91 0,011
Criseno 4 228 5,70- 107 5,86 -
Fluoranteno 4 202 0,00123 5,22 0,26
Benzo[a]pireno 5 252 2,13-10° 6,04 0,004

Outro ponto fundamental é a volatilidade dos HPA. Como é de se esperar, a volatilidade
diminui com o aumento da massa molar e, consequentemente, os HPA de massa molar mais
baixa sd0 mais volateis e apresentam maiores pressdes de vapor que os mais pesados.

Devido as propriedades fisico-quimicas e grande distribuicdo ambiental dos HPA, o risco
de contaminacdo humana por essas substancias € significativo. Em virtude do alto carater
lipofilico os HPA e seus derivados podem ser absorvidos pela pele, por ingestdo ou por

inalacéo, sendo rapidamente distribuidos pelo organismo?.

1.1.2 Fontes de emissao

Os HPA sdo emitidos para atmosfera em varios processos largamente empregados, como
combustdo do material organico (principalmente de combustiveis), fumaca de cigarro,
incineracdo de rejeitos, gaseificagcdo do coque e etc. Uma grande parte da quantidade de HPA
emitida para o ar € de fonte antropogénica, sendo que a mais importante é o processo de
combustdo ou pirdlise de materiais que contenham carbono e hidrogénio?. Existem também
fontes significativas com processos que ndo envolvem a combustao, por exemplo, a producéo
de aluminio, como indica a comparac¢do nos niveis de concentracdo de HPA na atmosfera com
outras areas poluidas da indUstria e trafego denso”.

Na queima de combustivel, os mecanismos de formacéo e emissdo de HPA podem ser
classificados em dois processos:

(i) Pirolise que ocorre por aquecimento onde 0s compostos organicos sdo parcialmente
decompostos em fragmentos menores e instaveis;

(ii) Pirossintese em que os fragmentos formados no processo anterior, levam a formacéo
de HPA mais estavel através de reacGes de recombinacdo. Isso ocorre, principalmente com
radicais livres altamente reativos que possuem tempo de vida médio muito curto.

Os dois mecanismos sdo responsaveis pela formacdo de B(a)P e outros HPA nos

processos de queima da gasolina, diesel, metano, acetileno, butadieno e outros combustiveis®.
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Os HPA estdo amplamente distribuidos no ambiente, por isso eles também estéo presentes
nos alimentos, que contém niveis significativos desses compostos, geralmente em pg/kg. A
presenca de HPA ocorre tanto em alimentos crus quanto apds o cozimento, sendo que este
procedimento pode gerar maiores concentracdes de HPA. As principais fontes alimentares sao
0s cereais e vegetais, exceto nos casos onde ha alto consumo de churrasco®. A presenca de
diferentes hidrocarbonetos é observada também em outros alimentos, como € o caso do cha-
mate e café em poC.

Os HPA também sdo encontrados em cachaca, rum, uisque e alcool combustivel.
Observa-se que o naftaleno e o fenantreno sdo os HPA mais abundantes nas amostras de
cachaga e rum, enquanto que no uisque os mais abundantes sdo o naftaleno e o fluoranteno. Ja
no alcool combustivel o antraceno e o fluoranteno estdo presentes em maior quantidade. A
formacédo desses compostos pode ocorrer durante as etapas de produgdo. A cachaca e rum
podem sofrer contaminacédo devido ao processo de queima da cana-de-agUcar durante a colheita.
Outro exemplo é a contaminacao a partir dos tonéis de madeira cuja parte inferior foi submetida
a queima durante sua confecgéo’.

As fontes de emissdo do HPA aumentam a concentracéo dessas substancias na atmosfera,
e 0 que se espera em breve é a melhora da qualidade do ar com o controle das emissdes®. No
caso dos alimentos, a dieta contribui substancialmente para exposi¢do ndo ocupacional de HPA,
ja para os ndo fumantes mais de 70 % de risco é atribuido & dieta®. Portanto o controle de

formacédo/emissdo dessas substancias € de fundamental importancia para a sociedade.

1.1.3 Atividade carcinogénica dos HPA

Os HPA entram no organismo através da pele, boca e outros pontos de entrada, depois
sofrem varias transformacdes metabdlicas, formando os metabdlitos com alta natureza
eletrofilica denominados carcindgenos efetivos. Esses novos compostos podem interagir como
DNA e RNA, criando condigdes suficientes para sua modificagdo, o que possibilita o
surgimento de tumores®.

Em relagdo aos pontos de entrada no organismo, os HPA séo absorvidos rapidamente pelo
pulméo, intestino e pele de animais de laboratorio. Independente da rota de administragéo, o
padrdo de distribuicdo dentro do corpo é similar depois da administracdo subcuténea,
intravenosa e intratraqueal, tanto em camundongos quanto em ratos®. Os maiores niveis de HPA

sdo encontrados no figado que é local onde ocorre a biotransformacao dessas substancias,

17



contudo sdo observados niveis detectaveis em muitas regides do organismo como pulmdes, pele
e trato gastrointestinal®. Outra regido que poderia apresentar significativos depdsitos de
estocagem desses compostos devido as suas propriedades fisico-quimicas é a glandula mamaria
e o tecido adiposo, entretanto pela rdpida degradacdo por processos metabolicos séo
demonstrados niveis nio significativos de HPA,

O B(a)P, um dos HPA mais estudados, pode cruzar rapidamente a barreira placentaria de
ratos e camundongos, afetando o feto e seu desenvolvimento. Em ratos, foi observado que quase
metade da dose oral de B(a)P e pireno foram rapidamente absorvidas e a maior parte dos
compostos foi rapidamente metabolizada no figado. Os HPA penetram rapidamente na pele de
camundongos e ratos. No caso do B(a)P é observado que 80% desse composto absorvido pela
derme podem ser recuperados nas fezes dos camundongos tratados num periodo de sete dias,
enquanto que em ratos a taxa de recuperacdo nas fezes é de 42%?*!. Em relagio ao sistema
respiratério, os HPA inalados sdo predominantemente absorvidos sob a forma de fuligem. Eles
se depositam nas vias aéreas e depois podem ser eliminados por reflexo bronguial ou podem

penetrar nas células do epitélio bronquial, onde sdo metabolizados?.

1.1.3.1 Ativacdo metabdlica dos HPA

Os HPA, depois de absorvido pelo organismo por diversas vias, vao sofrer transformacdes
metabdlicas por meio de ativagfes enzimaticas atraves do citocromo P450 (CYP1A). Esse
processo leva a formacdo de metabolitos com alta natureza eletrofilica denominados
carcinogenos efetivos ou pre-carcindgenos, 0s quais sdo capazes de se ligar ao DNA e outras
moléculas®.

Quatro mecanismos foram propostos para elucidar a ativacdo metabdlica sofrida pelos
HPA no organismo até formar o metabdlito que pode interagir com o material genético:

(@) Oxidacdo enzimética seguida de hidrélise com a formacdo de diolepéxidos (é o
mecanismo mais aceito) 12-18;

(b) De-hidrogenacdo enzimatica produzindo quinonas capazes de reagirem diretamente
com o DNA ou capazes de reagirem com O, gerando espécies oxigenadas reativas que podem
atacar o DNA!21%-2,

(c) Formacao de ésteres benzilicos e eletrofilicos, por meio de uma série de reagdes de
substituicdo’?;
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(d) Producdo de radicais catidnicos através da oxidacdo enziméatica com envolvimento de
um elétron'?;

E importante considerar que esses mecanismos nio sdo excludentes e podem ocorrer
simultaneamente?.

Na Figura 1 temos o exemplo da ativacdo metabdlica do benzo(a)pireno (B(a)P) com
formacdo de diolepdxido que ocorre em trés etapas:

(i) A oxidacdo de uma dupla ligacéo catalisada por P450 com formacéo de 6xido de areno
instavel,

(i) A hidrolise do Oxido de areno catalisada por epdxido hidrolase;

(iif) Uma segunda oxidagdo catalisada por P450 da ligacdo dupla adjacente ao diol,

formando o diolepdxido vicinal que é o metabdlito ou carcindgeno efetivo'?.

=

Benzo[a]pireno Benzo[a]pireno-oxido

EpOX|do hidrolase

P450 OO

HO

Benzo[a]pireno-dioloxido OH

OH

Figura 1. Ativacdo metabdlica do benzo[a]pireno com formacéo de diolepdxido.

Uma vez formado o metabdlito, é provavel que ocorra o ataque eletrofilico ao DNA
através do mecanismo S:N com a formagdo de carbocations estaveis, portanto a sua reatividade
com o DNA esta diretamente ligada a facilidade de formagdo desses cations??. Na Figura 1, 0
diolepdxido formado é o B(a)P-7,8-diol-9,10-epdxido (B(a)P-diolepoxido). Esse metabdlito
possui maior tendéncia a carcinogenicidade em relacdo a outros metabolitos do B(a)P que
possuem o anel epoxido em outras posicdes, ou seja, a interacdo com o DNA é favorecida
quando o B(a)P-7,8-diol-9,10-epdxido é formado na ativacdo metabdlica. Esse comportamento
é explicado pela teoria da regido de baia (bay-region)??. A hipétese basica da teoria é que o
anel epoxido a ser formado no diol fara parte da regido de baia dos HPA, gue no caso do B(a)P

fica entre as posi¢Bes 10 e 11, conforme podemos verificar na Figura 1. A regido de baia é o
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local onde ocorre a perda da ressonancia para o envelope aromatico, provocando a
deslocalizagcdo dos elétrons © 0 que aumenta o carater eletrofilico da regido, favorecendo o
processo. Como resultado desse fendmeno a ativacdo metabolica e a ligacdo entre HPA e DNA
tem maior possibilidade de ocorrer nesta regido da estrutura®. O suporte experimental para a
teoria veio de interpretacdes de dados sobre a carcinogenicidade dos HPA, que indicam uma
reducdo do potencial carcinogénico quando s&o adicionados radicais metila a regido de baia Z.

Para os HPA que nao possuem a regido de baia, outros caminhos de ativacdo metabolica
podem ocorrer. O naftaleno e benzeno, por exemplo, séo ativados via formacao de quinona
conforme podemos verificar na Figura 2. Esse processo pode ocorrer em quatro etapas®®:

(i) A oxidacdo catalisada pelo citocromo P450 com formacao de epoxido;

(ii) A hidrdlise do epoxido catalisada por epdxido hidrolase com producéo de diois;

(iii) A desidrogenacao catalisada por dihidrodiol dehidrogenase;

(iv) A oxidagdo formando a quinona.

OH
(0]
OH
P450 Epoxido
— —_—
hidrolase
Naftaleno
dehidrogenase
dehidrodial

o OH
o OH
e

1,2-naftoquinona

Figura 2. Ativacdo metabolica do naftaleno via formacdo de quinona.

A Figura 2 mostra a ativacao metabolica do naftaleno com formacéo do 1,2-naftoquinona
(1,2-NQ). Esse metabolito apresenta natureza eletrofilica, logo ele pode se ligar covalentemente
aos nucledfilos celulares de DNA e RNA. O Benzeno € ativado metabolicamente de maneira

analoga ao naftaleno, formando o catecolquinona®.
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1.2 Estudos quimico-quéanticos do potencial carcinogénico dos HPA

Os HPA e seus derivados estdo associados a incidéncia de cancer no homem, portanto
existe um grande esforgo da ciéncia em explicar os diversos aspectos envolvidos no processo
carcinogénico/mutagénico no qual essas substancias participam. Uma das correntes de pesquisa
é a utilizacdo da quimica quantica acoplada & analise multivariada, como Analise de
Componentes Principais (ACP) e Relagcdo Quantitativa da Estrutura-Atividade (QSAR). Esse
tipo de estudo busca parametros (ou descritores) quimico-quanticos, obtidos através de calculos
computacionais, que possam relacionar a estrutura quimica dos HPA com o seu potencial
carcinogénico e mutagénico. Nesse sentido inimeros trabalhos ja foram relatados na
literatura®2+2°,

Nesse tipo de investigacdo é necessaria a busca de parametros fisico-quimicos que
descrevam pontos importantes no processo de carcinogénese quimica em que 0S possiveis
carcinogenos participam. Essa investigacdo pode levar aos modelos tedricos mais refinados que
possam avaliar cada vez melhor o potencial carcinogénico desses compostos, na perspectiva de
classificar essas e outras substancias em relacdo a sua carcinogenicidade, principalmente para
aquelas que possuem dados tedricos e experimentais insuficientes em relacdo ao seu efeito

carcinogeénico.
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2.0 OBJETIVO

2.1 Geral

Baseado num modelo RVB de interagdo DNA-carcindgeno, desenvolver uma avaliagdo
do potencial carcinogénico de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e seus metabdlitos
através de analise estatistica multivariada e do estudo da relacdo estrutura-atividade, utilizando

descritores eletrdnicos obtidos com calculos quimico-quanticos do tipo AML1.

2.2 Especificos

o Realizar célculos do tipo AM1 com otimizacdo de geometria de 18 HPA, seus metabdlitos
e de respectivos adutos com a base guanina do DNA;

o Analisar a estabilidade dos adutos formados entre HPA e seus metabdlitos com a guanina;

o Avaliar o potencial carcinogénico dos HPA e seus metabdlitos através da Andlise de
Componentes Principais (ACP);

o Calcular o LD50 dos HPA usando a relacdo quantitativa estrutura-atividade (QSAR).
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3.0 METODOLOGIA

Nesse capitulo descreveremos 0 modelo RVB de interacdo carcindgeno-DNA adotado
neste trabalho, bem como os fundamentos basicos dos dois métodos multivariados, ACP e
QSAR. Apresentaremos as estruturas dos HPA, seus metabdlitos e adutos que foram utilizados
no trabalho e os parametros usados nas analises realizadas. Em seguida, discutiremos
brevemente a metodologia computacional e os conceitos basicos de Quimica Quéantica que

foram fundamentais para o desenvolvimento do trabalho.

3.1 Modelo RVB de interacdo HPA-DNA

No estudo quimico-quantico do potencial carcinogénico, € necessario utilizar parametros
que descrevam bem o processo de interacdo entre o possivel carcindgeno e o material genético.
Neste trabalho utilizaremos parametros eletronicos baseados no modelo de interagdo DNA-
carcinégeno proposto por Ledo e Pavdo®®, que combina a Teoria do Orbital Molecular de
Fronteira e a Teoria da Ressonancia Nao-Sincronizada das Ligacdes Covalentes de Pauling
(RVB)*. O modelo descreve a interagdo DNA-carcindgeno como sendo uma transferéncia de
elétron do HOMO (Orbital Ocupado de Maior Energia) da base do DNA para o LUMO (Orbital
Desocupado de Menor Energia) do carcindgeno. A Figura 3 mostra a interacdo entre DNA,
representado pela guanina, e HPA, representado pelo B(a)P-diolepoxido, o metabodlito do
B(a)P.
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A ENERGIA

DNA CARCINOGENO

B(a)P-diolepoxido gy OH
OH
OH
H
N NH,
N NH \INr
AL S
P~ \
N N

Guanina Aduto HPA-GUA

Figura 3. (A) Modelo de interacdo DNA-carcinogeno. (B) Formacédo do aduto entre o B(a)P-

diolep6xido e guanina.

No processo de interacdo, a guanina tem carater nucleofilico, utilizando o seu par de
elétrons, enquanto que o B(a)P-diolepOxido tem carater eletrofilico, recebendo o par de
elétrons. Portanto, a interagdo sera mais forte quanto maior for o carater eletrofilico do B(a)P-
diolepoxido. Ja do ponto de vista da interacgdo LUMO-HOMO (AEL.+), quanto menor a
diferenca de energia entre eles, mais efetiva serd a interacdo (Figura 3A). O resultado da
interacdo HPA-GUA ¢ a formacéo da ligagdo covalente entre essas moléculas, formando um
aduto (Figura 3B). A nova ligacdo modifica o material genético, criando condicbes para 0
surgimento de tumores.

A ligacdo covalente entre carcindgeno e guanina pode se formar no nitrogénio-7 (N7) ou
no oxigénio-6 (O6), pois esses sdo 0s atomos mais susceptiveis ao ataque oxidante de acordo
com Ledo, Longo e Pavdo®. Neste mesmo trabalho, o estudo teérico mostra que o O6 da
guanina possui maior carga negativa do que o N7, sugerindo uma maior atracdo entre 0 oxigénio
e o atomo do carcindgeno que a ligacdo sera formada. Assim sendo, neste trabalho
consideramos que a guanina interagiu com o HPA atraves do seu atomo de oxigénio conforme

Figura 3B, na qual temos um aduto formado pela ligagdo HPA-guanina no O6. O modelo de
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interacdo apresentado j& foi utilizado com sucesso para avaliar o potencial carcinogénico de

varias substancias®32-36,

3.2 Analises das Componentes Principais

A ACP é uma analise muito Util para separar informagfes importantes quando temos um
grande conjunto de dados distribuidos numa série de variaveis quimicas e bioldgicas. Sendo
assim, ela é usada na tentativa de escolher o conjunto de dados mais representativo por meio de
combinacdes lineares das variaveis originais, reconhecendo assim, alguns padrdes que os dados
possivelmente apresentam. Matematicamente, a ACP corresponde a fatoragdo da matriz X dos
dados originais com n pontos (HPA) e p parametros. Esse procedimento consiste na
diagonalizagdo da matriz de covariancia XtX em que Xt é a transposicdo da matriz X. Os
autovalores da ACP séo denominados pesos e representam a contribuicdo de cada eixo original
na componente formada, o qual é chamada de componente principal. A PC1l (primeira
componente principal) descreve o eixo de maior variancia e a PC2 (segundo componente
principal), ortogonal a PC1, representa o eixo com a segunda maior variancia e assim por diante.
Esses eixos representam um padrdo que permite relacionar as variaveis com o potencial

carcinogénico®337,

3.3 Relagéo quantitativa de estrutura-atividade

O estudo QSAR tem como principal objetivo a constru¢do de modelos matematicos que
relacionem a estrutura quimica e a atividade bioldgica das substancias®®. A acéo bioldgica de
uma substancia é dependente de suas interacdes com o meio bioldgico, consequentemente, €
dependente de fatores relacionados com a sua estrutura quimica, portanto com suas
propriedades fisico-quimicas. Essas propriedades que podem ser de carater eletr6nico,
hidrofébico ou estéreo podem ser utilizadas para prever a atividade bioldgica das substancias.

Na construcdo do modelo temos o conjunto de dados que contém os valores da atividade
bioldgica Y e das m variaveis descritivas X referentes aos n compostos. O conjunto de dados
sera utilizado para determinar modelos matematicos, que em geral sdo lineares e

multidimensionais, representados genericamente pela equagéo 1.

Y = by + by Xy + by Xy + - + b Xy, (1)
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Nessa equacdo, Y representa os valores previstos da atividade bioldgica, X1, Xa,..., Xk
representam as propriedades fisico-quimicas e bo, b1, bz,..., bk sdo os coeficientes de ajuste,
gue podem ser obtidos através da regressdo linear maltipla (RLM). Com a equagdo podemos
prever a atividade bioldgica como a concentragio inibitdria (IC50), o LD50 e etc.,

Um modelo QSAR depois de ser desenvolvido necessita de validagdo estatistica, assim
como qualquer outro método estatistico, no caso dele, a avaliagdo consiste em verificar se a
especificacdo do modelo adapta-se convenientemente aos dados observados. A validacdo pode
ser dividida em trés partes:

(1) Avaliacdo do grau de ajuste;

(if) Avaliacdo do grau de confianga;

(iii) Avaliacdo do grau de previsibilidade.

O grau de ajuste é medido em termos da capacidade do modelo em reproduzir os valores
experimentais, uma vez que desejamos modelos que reproduzam valores com 0s menores
desvios possiveis. Essa avaliacdo é feita através do calculo do coeficiente de correlagdo (R), do
desvio-padro (s), do coeficiente de determinagio (R?) e da anélise de dispersdo dos pontos em
relacdo a reta de regressdo no grafico. O que se espera de um modelo em relagcdo ao grau de
ajuste e que ele apresente R com o valor mais proximo de um e desvio proximo de zero. Ja o
coeficiente de determinacdo que expressa a capacidade do modelo em explicar a variabilidade
dos valores experimentais, também deve ser proximo de um para bons modelos QSAR.

O gréfico de atividade experimental em funcdo da atividade calculada deve apresentar os
pontos bem alinhados, tanto em relacdo a reta ajustada quanto ao longo do intervalo de valores
estudados, indicando que os valores experimentais e calculados apresentam boa concordancia
e que o modelo estd bem ajustado. A dispersdo dos valores residuais deve apresentar
caracteristica aleatdria, assim a analise visual grafica deve mostrar pontos dispersos
aleatoriamente. Além disso, os valores precisam estar distribuidos em torno do zero, que
corresponde & linha horizontal central, indicando que o modelo esta bem ajustado™.

O grau de significancia é medido através da execuc¢do do teste de validacao, ou seja, teste
estatistico de hipotese que pode ser feito por meio do teste de Fisher (teste-F) com 95% ou 99%
de confianca. Um bom modelo deve apresentar valor de Feaiculado Maior que 0 de Frabelado. O p-
valor tambem é usado na avaliacdo do grau de significancia, ele expressa o erro envolvido na
afirmacdo da hipGtese de que o modelo é estatisticamente significativo. Portanto, um bom
modelo deve possuir p-valor menor que 0,05 para 95% de confianga®!.
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O grau de previsibilidade do modelo é testado por meio da validacdo cruzada (cross
validation), essa avaliacdo é muito Gtil quando se deseja comparar a capacidade de previsdo de
dois modelos, o que apresentar maior coeficiente de correlacio da validagdo cruzada (Q?)
possuira maior grau de previsibilidade. Contudo ndo existem regras que estabelecam, em termos
absolutos, se o grau de previsibilidade ¢ bom ou ruim, essa avaliacdo é feita quando existe

interesse de comparar dois modelos em relagdo ao seu grau de previsdo®..

3.4 Compostos

As substancias estudadas estdo listadas na Tabela 2 e suas estruturas quimicas mostradas
nas Figuras 4 e 5. Essas substancias estao separadas em seis grupos distintos:

(i) HPA nao metabolizados e benzeno, substancias 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14,15, 16, 17 e 18;

(ii) Os metabdlitos, substancias 1.1, 2.1, 3.1, 4.1, 5.1, 6.1, 7.1, 8.1, 9.1, 10.1, 11.1, 12.1,
13.1,14.1,15.1,16.1,17.1 e 18.1;

(iii) Os adutos formados entre os metabolitos e a guanina, substancias 1.2, 2.2, 3.2, 4.2,
52,6.2,7.2,8.2,9.2,10.2,11.2,12.2,13.2,14.2,15.2,16.2, 17.2 ¢ 18.2;

(iv) N&o carcindgenos, substancias 19 até 26;

(v) Carcindgenos, substancias 27 até 29;

(vi) Protetores, 30 e 31.

Tabela 2. Substancias utilizadas no trabalho com a classificagédo no IARC

Classificacdo Classificacéo
NGmero Composto IARC#* N{mero Composto IARC

1 Antraceno 3 12.1 Benzo[b]fluoreno-diolpepoxido -
1.1 Antracenoquinona - 12.2 Benzo[b]fluoreno-guanina
1.2 Antraceno-guanina - 13 Trifenileno 3

2 Benzo[a]antraceno 2B 13.1 Trifenileno-diolepoxido -
2.1 Benzo[a]antraceno- 13.2 Trifenileno-guanina -

diolepoxido!3 )
2.2 Benzo[a]antraceno-guanina®!4 - 14 Naftaceno -

3 Pireno 3 14.1 Naftacenoquinona -
3.1 Pirenoquinona - 14.2 Naftaceno-guanina -
3.2 Pireno-guanina - 15 Benzo[a]fluoreno 3

4 Fluoranteno 3 15.1 Benzo[a]fluoreno-diolepoxido -
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4.1
4.2

51
52

6.1

6.2

7.1
7.2

8.1
8.2

9.1
9.2
10
10.1
10.2
11
11.1
11.2
12

Fluoranteno-diolepoxido* - 15.2 Benzo[a]fluoreno-guanina -
Fluoranteno-guanina - 16 Naftaleno 2B
Benzeno 1 16.1  1,2-Naftoquinona!®?° -
Catecolquinona?®-?: - 16.2  Naftaleno-guanina®®2° -
Benzeno-guanina - 17 Dibenzo[a,c]antraceno 3
Benzo[a]pireno 1 17.1 Dibenzo[a,c]antraceno-diolepoxido -
Benzo[a]pireno- 17.2 . ] -
diolepoxido 215472 - Dibenzo[a,c]antraceno-guanina
Benzo[a]pireno-guaninal!5-17 - 18 Dibenzo[a,h]antraceno 2A
Fenantreno 3 18.1 Dibenzo[a,h]antraceno-diolepoxido -
Fenantreno-diolepoxido - 18.2 Dibenco[a,h]antraceno-guanina -
Fenantrano-guanina - 19 Glicose -
Acenafteno 3 20 Sacarose -
Acenaftenoquinona - 21 Frutose -
Acenafteno-guanina - 22 Agua -
Criseno 2B 23 Glicerol -
Criseno-diolepoxido - 24 Leucina -
Criseno-guanina - 25 Lactose -
Fluoreno 3 26 Galactose -
Fluoreno-diolepoxido - 27 Tetracloreto de carbono 2B
Fluoreno-guaninat - 28 2-naftilamina 1
Benzo[e]pireno 3 29 4-aminobifenil 1
Benzo[e]pireno-diolepoxido*? - 30 Resveratrol-H -
Benzo[e]pireno-guanina - 31 Acetilsalicilato -
Benzo[b]fluoreno 3

Grupo 1 = Cancerigeno para 0s seres humanos;

Grupo 2A = Provavelmente cancerigeno para 0s seres humanos;

Grupo 2B = Possivelmente cancerigeno para os seres humanos;

Grupo 3 = Ndo classificavel quanto a sua carcinogenicidade para seres humanos;

Grupo 4 = Provavelmente ndo cancerigeno para os seres humanos.

No primeiro grupo da tabela 2, algumas substancias ja sdo classificadas como
carcinogénicas, por exemplo, o benzeno e o benzo[a]pireno, os quais estdo classificados no
Grupo 1 da lista da IARC (Internaitonal Agency for Research on Cancer), indicando que sdo
carcindgenos definitivos em humanos. Temos o dibenzo[a,h]antraceno que recentemente foi
incluido no Grupo 2A, indicando que ele é um provavel carcindgeno com evidéncias limitadas
em humanos e suficientes em animais. Temos também o benzo[a]antraceno, 0 criseno e 0

naftaleno que se classificam no Grupo 2B, indicando que sdo possiveis carcindgenos com
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evidéncias limitadas em humanos e animais. Contudo a maioria dos HPA do primeiro grupo da
Tabela 2 (HPA ndo metabolizado e benzeno) se classificam no Grupo 3 da IARC, ou seja, eles
ndo sdo classificados quanto a sua carcinogenicidade, nesses casos, o estudo tedrico é
fundamental para determinar o potencial carcinogénico destas substancias.

No segundo grupo da tabela 2, temos os metabolitos que sdo formados no processo de
ativacdo metabdlica dos HPA. As vias utilizadas como base para construir as moléculas foram
duas:

(i) Oxidacao enzimatica com formacao de diolepoxidos para aqueles HPA que possuem
regido de baia que é o local mais provavel da reacao ocorrer, por exemplo, o benzo[a]pireno e
benzo[a]antraceno;

(ii) Desidrogenacdo enzimatica, produzindo quinonas para aqueles HPA gue ndo possuem
regido de baia, por exemplo, naftaleno e benzeno, conforme mostra a Figura 4.

No caso dos HPA que apresentaram mais de um metabdlito possivel através da ativacao
enzimatica foi usada a estrutura mais estavel, com base no calor de formacdao calculado.

O grupo trés da Tabela 2 é composto por adutos formados entre o metabdlito de cada
HPA estudado e a guanina. Essas estruturas sao tedricas e foram construidas formando uma
ligacdo covalente entre as estruturas da guanina e do metabdlito. A posicdo da ligacédo foi
determinada com base nas vias de ativacdo metabolica usadas para a formacdo destes
metabolitos. Os HPA que possuem a regido de baia tiveram a ligacdo realizada nesse ponto, j&
que a interacdo com o DNA ¢é favorecida nessa regido de acordo com a teoria da regido de
baia®. Para os HPA que ndo possuem esta regido utilizamos a via de formag&o de quinona,
realizando a ligacao no local viavel do ponto de vista quimico e que deixasse a estrutura mais

estavel.

29



33

‘? P O ﬁ o
Rt y = f.r
PP bennnsn. e

Figura 4. Os HPA e seus respectivos metabdlitos utilizados na analise. Os HPA que

apresentam a regido de baia estdo destacados.
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Figura 5. Os adutos entre a guanina e metabolitos dos HPA.

O grupo dos néo carcindgenos (substancias 19 até 27), carcindgenos (substancias 27 até
29) e protetores (substancias 30 e 31) citados na Tabela 2 sdo os padrdes que serdo utilizados
para separar os HPA em grupos, classificando-os quanto a sua carcinogenicidade. Os protetores
sdo substancias antioxidantes que competem com o DNA (guanina) na doacéo de elétrons para
0 carcindgeno, ou seja, eles possuem maior facilidade de doar os seus elétrons, dessa forma eles
conseguem proteger o DNA das substancias cancerigenas. Os protetores usados foram

acetilsalicilato e resveratrol-H*.

3.5 Descritores

O estudo do processo de ativacdo metabdlica e formacdo de adutos foi realizada
comparando os calores de formagdo (AHs) calculados dos HPA ndo metabolizados, metabolitos
e adutos. O AH¢ é uma boa estimativa da estabilidade quimica de uma molécula*, por isso foi
utilizado para realizar a comparagdo. Uma estrutura serd mais estavel quanto menor for o seu

AHs .
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A analise de componentes principais foi realizada com os compostos listados na Tabela
2. Os adutos entre HPA e guanina ndo foram utilizados na ACP, visto que para realizar a analise
seria necessario também as informagGes dos adutos entre a guanina e as substancias de outros
grupos, como 0s ndo carcindgenos e protetores. Esses adutos ndo puderam ser construidos, uma
vez que é muito dificil, por exemplo, a &gua se ligar a guanina, portanto a ACP foi realizada
excluindo os dados dos adutos.

A ACP foi dividida em duas partes, a primeira foi uma comparacéo entre os 18 HPA e
seus respectivos metabdlitos, utilizando os parametros eletroafinidade adiabatica (EAadia),
interacdo LUMO-HOMO (AE_.n) e calor de formacgdo (AHs). A segunda foi uma comparacao
entre os HPA, os ndo carcindgenos, 0s carcindgenos e 0s protetores, usando 0s parametros
coeficiente de particdo octanol/agua (logP), momento de dipolo (1), EAadia € AEL-H. Nessa
analise os valores de logP e p utilizados para os HPA foram calculados a partir das estruturas
dos HPA ndo metabolizados, enquanto que os valores de EAadia € AELH utilizados foram
calculados a partir das estruturas dos metabolitos. A combinacdo de dados teve a finalidade de
refinar 0 modelo tedrico, visto que a estrutura que ira interagir diretamente com o HPA é o
metabolito.

O estudo QSAR foi realizado com os 16 HPA ndo metabolizados listados na Tabela 2,
utilizando os parametros area superficial, volume molecular, LogP, EAadia € AEL-H. A variavel
dependente empregada como atividade bioldgica foi o LD50, que expressa a toxicidade aguda
do composto. Deste modo os dados dos descritores serdo usados para reproduzir os valores de
LD50 experimentais dos HPA.

Os descritores W, logP, area superficial, volume molecular, EAagia € AEL-1 foram
selecionados para o estudo da ACP e do QSAR, porgue descrevem bem processos fundamentais
como a entrada e o transporte do carcinégeno no meio celular, o acoplamento do composto com
o receptor e a interagdo quimica com o DNA (guanina)®“¢. O logP é um parametro hidrofébico
que descreve o transporte do HPA no meio bioldgico e sua facilidade de interacdo com a
membrana celular, portanto a facilidade dessa substancia em penetrar na célula®®. O p também
descreve a capacidade de transporte do HPA e sua facilidade de entrar na célula®.

Os descritores area superficial e volume molecular sédo parametros estéreos associados a
facilidade de encaixe do HPA no receptor, que neste trabalho é o DNA. Esses descritores
também estdo relacionados a polarizabilidade e dureza molecular, propriedades formuladas de
acordo com o conceito de &cido e base de Lewis, que auxiliam a interpretacdo dos mecanismos

de interacdo entre um composto e seu receptor biol6ogico®. Os parametros EAagia € AE| -+
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descrevem a interagdo DNA-HPA de acordo com o modelo adotado neste trabalho. A EAadia
descreve o carater eletrofilico do HPA, indicando a sua facilidade em receber elétrons, ela foi
calculada usando a diferenga Eneutra - Eanion. A AEL.H fOi calculada por meio da diferenca de
energia entre 0 LUMO do HPA e 0 HOMO da guanina, descrevendo a interacdo entre HPA e

DNA, representado pela guanina. A interacdo serd mais efetiva quanto menor for a AEL.

3.6 Métodos computacionais

O objetivo principal da Quimica Quéntica é a obtencdo de solugbes da equagdo de
Schrédinger por meio de um conjunto de técnicas computacionais, a fim de determinar
precisamente as propriedades de sistemas atdmicos e moleculares. As técnicas computacionais
possibilitam avaliar e prever caracteristicas como a energia minima de uma molécula e suas
propriedades fisico-quimicas, que sdo fundamentais na compreensdo de varios processos
importantes.

Existem dois principais métodos computacionais utilizados no calculo de propriedades
moleculares e eles classificam-se em semiempirico e ab initio. No método ab initio as equacdes
sdo resolvidas sem qualquer aproximacao, enquanto nos semiempiricos as solucfes sdo geradas

utilizando dados experimentais ou aproximacgoes.

3.6.1 Equacao de Schrodinger

As propriedades associadas a estrutura eletrdnica de uma molécula s&o obtidas através da
solucéo da equacéo de Schrddinger independente do tempo (equagéo 2), que fornece a descrigéo

quéntica dos estados eletrénicos estacionarios do sistema’*’-8,

AY = EY (2)

Na equacio 2, H é o operador hamiltoniano do sistema de particulas, ¥ é a funcéo de
onda de um estado molecular total e E é a energia do estado. Essas trés componentes contém
todas as informac0es sobre o estado do sistema que elas descrevem. A funcdo de onda W possui
um namero complexo, logo ndo possui significado fisico. Segundo o postulado de interpretacdo
probabilistica de Born, o produto da fungdo de onda pelo seu complexo conjugado corresponde
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a probabilidade P de encontrar uma particula em um dado volume (dt = r2 sen 8 drd8d¢, no

caso de coordenadas esféricas) em um determinado ponto X, conforme equagéo 3:
P=v¥'ydr ©)

A maxima probabilidade de encontrar uma particula nesse determinado espago em um
tempo t, denominado densidade de probabilidade ou distribui¢do de probabilidade, é dada pela

equacéo 4:
f |¥|?dr =1 ()

Para determinar a energia total do sistema, o primeiro passo é estabelecer o hamiltoniano
para seu conjunto de nucleos e elétrons, no qual todas ou a maioria das interacdes existentes
sejam consideradas. O hamiltoniano molecular considerando nucleos e elétrons como massas
pontuais e desprezando as interacdes relativisticas é dado pela equacgéo 5 que também pode ser

escrita como a equagéo 6:

Hiot = Tv + Te + Vee + Ven + Vm (5)

_ 1 1 1 Z 247
H:_Z ‘72_2_‘7’2 Zz _ZZ - Z -
ZMa “ - 2! * -l & rij - Tia " Tab (6)
a i i a a<b

i j>i

O primeiro termo da equacdo 5 e 6 expressa a energia cinética dos nucleos, que é
denominado por Tn, sendo Ma a massa do nicleo a e V2 o operador gradiente relativo as
coordenadas eletronicas. O segundo termo é a energia cinética dos elétrons (Te), onde V2 é o
operador gradiente relativo as coordenadas nucleares. O terceiro termo representa a energia
potencial de repulsdo entre os elétrons (Vee) € rij expressa a distancia entre o elétron i e j. O
quarto termo expressa a energia potencial de interacdo coulombiana atrativa (Ven) entre
elétrons e ndcleos, sendo Za a carga do nucleo a e ria a distancia entre o elétron i e o nicleo a.
Finalmente, o quinto termo expressa a energia potencial de repulsdo entre os nucleos (Vnn),
onde Za e Znv refere-se a carga do nucleo a e b, respectivamente, e rap a distancia entre o ndcleo
aeb®
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A aplicacdo do hamiltoniano apresentado para sistemas moleculares resulta em solucéo
exata, apenas para o caso diatbmico, no restante dos casos a solucdo exata nao é factivel,
tornando necessaria a utilizacdo de simplificacbes na finalidade de descrever sistemas
multiatbmicos que envolvem grande nimero de variaveis, mesmo que seja de maneira
aproximada®’.

3.6.2 Aproximagéo de Born-Oppenheimer

Segundo Born e Oppenheimer uma das formas de simplificar a equacdo 6 é separar 0
movimento dos nucleos e dos elétrons. Isso é feito mantendo-se os nucleos fixos durante cada
ciclo do movimento eletrdnico, o que é conhecido como aproximagao de Born-Oppenheimer,
Desse modo podemos reescrever o hamiltoninano total do sistema molecular para ndcleos fixos

como sendo a soma de uma parte eletrdnica e outra nuclear, como mostra a equagao 7:
H = H(elétrons) + H(nﬁcleos) (7)

A funcéo de onda total do sistema, que é autofuncéo da equacdo de schréndinger, como

sendo um produto das fungdes de onda nuclear e eletrdnica, é descrita na equagao 8:

N

N M 7 N 1
D)L

i=1 A=1 i=1 Y

NI»—\

Nesta expressao Za € nimero atdmico do nucleo A, rij € a distancia entre os elétrons i e
J, e ria a distancia entre o elétron i e o nucleo a, N e M indicam, respectivamente, 0s nUmeros
de elétrons e nacleos do sistema. A aproximacao realizada por Born e Oppenheimer resultou
em uma simplificacdo consideravel, entretanto a equacdo de Schrodinger somente serd
resolvida de maneira exata para sistemas monoeletrénicos, visto que para sistemas

polieletronicos o termo repulsdo elétron-elétron torna a solugédo da equacao inviavel.
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3.6.3 O método Hartree-Fock

A solucéo para o problema eletronico que impossibilita a resolugdo exata da equacdo de
Schradinger foi proposta por Douglas Rayner Hartree e Vladimir Fock*"*®, sendo conhecida
como método Hartree-Fock (HF). A ideia do método é combinar o principio variacional com a
suposicdo de que a funcdo de onda que descreve o sistema molecular € um determinante de
Slater. Deste modo podemos dizer que a melhor funcdo de onda (mais proxima da solucdo
exata) é aquela que conduz a um valor médio minimo do operador hamiltoniano, que nesse
contexto € um funcional dos spin-orbitais moleculares. Outro conceito importante desse método
é o limite de Hartree-Fock, que é a menor energia que um atomo ou molécula pode assumir. Do
ponto de vista operacional, quando qualquer aumento do tamanho da base ou da qualidade das
funcdes ndo produz uma diminuicdo de energia, o limite teria sido atingido.

O maior desafio do método HF era selecionar quais as fun¢Ges matematicas adequadas
para representar os orbitais de Hartree-Fock, por isso foi necessario o seu aperfeicoamento.
Sendo assim C. C. J. Roothaan prop6s que cada orbital, atbmico ou molecular, poderia ser
descrito como uma combinacdo linear de um conjunto de funcbes de base obtida atravé do
procedimento do campo autoconsistente (HF-SCF-LCAO-MO), esse método ficou conhecido

como Hartree-Fock-Roothaan*. A equacio 9 mostra a combinagao linear de orbitais atémicos.

n
¥; = z Cik 2 )
k=1

O Cik é o coeficiente da combinagdo linear e xk sdo as n fungdes de base usadas na
expansdo, as quais sdo funcdes conhecidas. Os coeficientes Cik sdo determinados através da

desigualdade representada pela equacao 10.

v a|Y
@A) (10)
(w
O H ¢ o hamiltoniano exato do sistema. Para encontrar o melhor conjunto de coeficientes
Cik deve-se minimizar o valor esperado da energia, Egq, até atingir um valor minimo, e a partir
dai encontrar solucGes para a funcdo de onda, determinando a energia do estado fundamental

de um sistema, sem resolver a equagdo de Schrodinger de forma exata.
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3.6.4 Métodos semiempiricos

Os metodos semiempiricos sdo assim denominados porque além das constantes
universais, existem também parametros empiricos, que foram introduzidos com a finalidade de
diminuir o tempo computacional sem tornar os resultados muito diferentes em relagdo aos
valores experimentais®.

Atualmente os métodos semiempiricos vém sendo utilizados com certa eficiéncia, em
vérias situac@es, das quais podemos citar trés*’:

(i) O célculo de muitas moléculas pequenas, objetivando o estudo de efeitos de
substituintes na formulacdo de farmacos;

(ii) Célculos repetitivos para um mesmo sistema, como em simulacdes que combinam os
métodos semiempiricos e dinamica molecular ou Monte Carlo;

(iii) Calculo de moléculas gigantes, por exemplo, proteinas.

Todos os casos citados fogem da capacidade de serem tratados por métodos ab initio®”.

Os varios métodos semiempiricos diferem na abordagem tedrica utilizada, na
aproximacdo integral adotada, nas expressdes usadas no célculos das indmeras integrais
necessarias e no procedimento de parametrizagio®’.

Os métodos semiempiricos procuram solucionar aproximacdes as equacOes de Hartree-
Fock-Roothan (equacédo 9), utilizando parametros ou resultados experimentais a fim de tornar
facivel a resolucdo das equacdes. Geralmente, utilizam um conjunto de base formado por
funcdes do tipo Slater (STOs — Slater type orbitals). Uma das aproximacdes que apresentam
impacto no custo computacional é conhecida como aproximacdo ZDO (Zero Differential
Overlap). Essa aproximagéo considera nulo o produto de dois orbitais atdbmicos diferentes, o
que implica em reduzir a equacdo generalizada de autovalores Hartree-Fock-Roothan, a uma
forma mais simplificada, levando a sua resolucédo a partir de uma simples diagonalizacdo da
matriz de Fock. 4

O primeiro método semiempirico foi desenvolvido por Hickel em 1930 para tentar
explicar o comportamento particular de hidrocarbonetos aromaticos e insaturados, onde apenas
elétrons © eram considerados nos calculos. Posteriormente, os métodos semiempiricos foram
se aperfeicoando com ajustes na parte de calculo, possibilitando resultados cada vez mais
aproximados dos valores experimentais.

O método Pariser-Parr-Pople, por exemplo, foi desenvolvido em 1953 com a finalidade
de ajustar o método Huckel. Em 1965 o método CNDO (Complete Neglect of Differential
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Overlap) foi publicado por Pople e colaboradores. Este método considera todos os elétrons de
valéncia, mas desconsidera todas as integrais de repulsdo eletrdnica que possueam produtos
envolvendo orbitais atdbmicos diferentes. Em 1967 surgiu o aperfeicoamento do método CNDO,
denominado método INDO (Intermediate Neglet of Differential Overlap) que inclui integrais
do tipo troca quando todos os orbitais estdo centrados no mesmo centro*’48,

O método NDDO (Neglet of Diatomic Differential Overlap) foi proposto em 1965 sendo
um aperfeicoamento do método INDO, omitindo nas formulac@es as integrais de recobrimento
(ou de superposicéo) diatbmicas centradas em atomos diferentes*®. A aproximacio NDDO é a
que considera uma maior quantidade de integrais, portanto € uma melhor aproximacao do que
os métodos INDO e CNDO*,

Na busca por métodos mais eficazes para descrever propriedades de sistemas
moleculares, em 1969, Dewer e colaboradores propuseram o método MINDO/1(Modified
Intermediate Neglect of Differential Overlap Version 1). Nesse método foram incluidos
parametros que posssibilataram a determinacdo de calores de formagdo, o mais proximo
possivel dos dados experimentais. Logo depois surgiu 0 método MINDO/2 que incluiu na
parametrizacdo as geometrias das moléculas e, posteriormente, surgiu o seu aperfeicoamento,
0 método MINDO/3. Entretanto, ele ainda ndo era eficiente em reproduzir algumas
propriedades moleculares, como calor de formacao para sistemas aromaticos e sistemas com
triplas ligacdes*’.

Em 1977, o método NDDO foi modificado por Dewer e colaboradores, surgindo o0 método
MNDO (Modified Neglect of Diatomic Overlap)*. Esse método é o ponto de partida para os

métodos semiempiricos mais modernos existentes*’.
3.6.4.1 Método MNDO

As bases usadas no método MNDO s&o fungdes STO formadas por um orbital s e trés
orbitais p para cada &tomo, exceto para o hidrogénio. As expressdes para 0s elementos da matriz
de Fock para moléculas de camada fechada e para &tomos possuindo esse conjunto de bases,

s&o dadas por*’:

Faa = Hu + 2 P [Gaatvv) =5 vl + z Pag (i) (11)
v Ao

B
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B
1
F. = Hy, + 5 Py [B(uv|wy) — (uplvv)] + Z Z Pis(uvldo) ~ u,veA (12)

2
B Ao
1 A B
Fup = Hy — 522 P (uv|io) ~ TEA A€B (13)
v o
occ
Pyo = z CaiCoi (14)

i

A equacdo 11 ¢ aplicada para elementos da diagonal da matriz de Fock, ou seja, quando
K = v. Contudo se u e v sdo diferentes e estdo localizados no mesmo centro, aplicamos, para
estes elementos fora da diagonal, a equacdo 12. Caso [ e A estejam em centros diferentes, 0s
elementos da matriz de Fock correspondes sdo obtidos através da equagdo 13. Nas trés
situiacOes (equacdo 11-13), o termo P, € determinado por meio da equacdo 14.

Com a matriz de Fock e da densidade conhecidas podemos determinar a energia total e,
consequentemente, o calor de formacdao para o sistema estudado. Esse parametro é transformado
e, a partir dai, utilizado em outros métodos semiempiricos que se baseiam no método MNDO.
A transformacdo ocorre somando a energia total, uma parcela que diz respeito aos &tomos que

compde a molécula, de acordo com a equagéo 15.

AHM = Eypp + Z(AH;‘ _EA (15)
A

Na equago 15, AH# ¢ o calor de formagao experimental dos elementos A em seus estados
padrdes e 0 termo Eel representa a energia eletrénica dos a&tomos constituintes, calculado usando
0s parametros ajustados.

No método MNDO foram introduzidos varias integrais de aproximacédo, como a integral
de um elétron e um centro denominado hamiltoniano de caroco, Uy, que pode ser determinado
através da equacdo 16. A integral de um elétron e dois centros, Hu., mais conhecida como
integral de ressonancia, que pode ser calculada por meio da equacdo 17. Finalmente, as integrais
de repulsdo carogo-carogo do par de atomos envolvidos, En, que pode ser calculada pela

equacdo 18 para os pares N-H e O-H e pela equacdo 19 para os demais atomos.
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Huu = Um,t - Z (.u/llsBSB) (16)

1
Hﬂ/l = ES;M(B# + ,8/1) (17)
En(A H) = Z4Zy(spSalsysy) (1 + RAHe_“ARAH + e_aHRAH) (18)
En(A, B) = Z4Z5(S454l5555) (1 + e~%4aRas 4 ¢~aBRap) (19)

O método MNDO possibilitou a corre¢do de muitos problemas que o método MINDO/3
apresentava, contudo ndo descreveu bem as ligacdes de hidrogénio, propriedade importante
para a maioria dos processos biologicos. Além disso, as energias de ativacao obtidas com o

método eram tendenciosamente superestimadas*’8,

3.6.4.2 Método AM1 (Austin Model 1)

O método AM1*° foi criado em 1985 por Dewar e colaboradores para solucionar os
defeitos do método NDDO. A grande inovacdo do método AM1 foi a inclusdo de funcgdes
Gaussianas esféricas nas integrais de repulsdo core-core, (equagédo 20), justificaveis pelo fato
de que o MNDO possuia tendéncia a superestimar as repulsdes entre os atomos. As funcdes
Gaussianas permitiu descrever, entre outras coisas, ligacdes de hidrogénio para alguns casos

em sistemas biol6gicos®’.

Rup

ZpZp ~bie,(Rap—c )2 by, (Rap—c )2
EN (AI B) = EII\l;INDO (Ar B) + z Ara€ ka\"AB™ kg Z alBe lp\"AB""Ip (20)
k

Na equacéo 20, o termo ENNPO(A, B) ¢ a integral de repulséo core-core determinada pelo
método MNDO e o segundo termo € a inclusdo das funcdes Gaussianas implementado pelo
método AM1. Nesta equacao a, b e ¢ sdo os coeficientes ajustaveis que definem a intensidade,
largura e posicéo das funcdes Gaussinaas, respectivamente®’.

Outros métodos semiempiricos foram criados como PM3 (Parametric Method 3), que é
identico ao AM1, exceto pelo conjunto da parametros. O método MNDO/d que incluiu orbitais

d no seu conjunto de dados. O PM5 (Parametric Method 5) que € uma extensdo do PM3. O
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modelo Sparkle (Sparkle Model for the Calculation of Lanthanide Complexes) o qual tem sido
bastante aplicado para prever propriedades de complexos de lantanideos. O método RM1
(Recife Model 1), que € semelhante ao AM1, contudo foi parametrizado de forma mais
elaborada. Os dois ultimos métodos citados foram desenvolvidos no Departamento de Quimica
Fundamental (DQF) da UFPE.

Neste trabalho realizaremos céalculos AM1, visto que eles descrevem bem propriedades

dos sistemas aqui estudados, como serd mostrado no capitulo 4.

3.6.5 Programas computacionais

Todos os descritores, exceto o LogP, foram obtidos a partir de calculos semiempiricos
AM1 (Austin Modelo 1)* através do programa MOPAC 2012°%°2 ysando as estruturas
quimicas otimizadas. O MOPAC é um dos programas implementados com métodos
semiempiricos mais conhecidos e existem versdes que podem ser usadas tanto em Linux como
em Windows, possuindo versdes comerciais e gratuitas®.

O descritor logP foi calculado para todas as substancias, usando o software ALOGPS
2.1% encontrado na plataforma VCCLAB®*, enquanto que ACP e QSAR foram desenvolvidos
no software STATISTICA 8.0.

3.6.6 Otimizacao das estruturas

Otimizar a estrutura molecular significa manipular as principais variaveis, que podem ser
usadas para minimizar a energia de uma molécula, por exemplo, as distancias interatbmicas, 0s
angulos entre trés atomos e os angulos diedros. Os minimos de energia podem ser locais ou
globais. Quando dizemos que certa estrutura encontra-se no minimo global, significa que ela
apresenta a menor energia em uma superficie de potencial e deve ser a mais proxima da
molécula real.

Uma estrutura em um minimo local apresenta uma energia baixa, contudo ainda possui
energia maior que a do minimo global*®, portanto é necessario averiguar se a estrutura final
realmente estd em um minimo global. Isso é possivel utilizando dados cristalograficos
experimentais, como comprimento de onda e angulo diedro, que podem ser comparados com
os valores calculados a partir das estruturas otimizadas, esse procedimento pode garantir que a

otimizacdo ocorreu de forma eficaz.

42



4.0 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo sera apresentado o resultado das estruturas otimizadas, utilizando calculos
quimico-quanticos com método AM1, bem como a andlise de estabilidade dos HPA,
metabolitos e adutos usando o calor de formac&o. O resultado da ACP com a separacdo de HPA
e seus metabdlitos em carcindgenos ou ndo carcindgenos também serd mostrado, assim como
0s modelos de regressdo desenvolvidos com a finalidade de reproduzir o LD50 dos 16 HPA

estudados.

4.1 Estruturas otimizadas

A Tabela 3 mostra a comparacgéo entre os comprimentos de ligacdo calculados a partir de

algumas estruturas otimizadas e os valores experimentais.

Tabela 3. Comprimento de ligacio dos HPA%6:%

Comprimento de ligagdo (A)

Composto Ligacdo Exp Calc Desvio
Antraceno a 1,444 1,433 -0,011
A\ b 1,375 1,365 -0,010
“‘ o 1,418 1,426 0,008
' d 1,405 1,399 -0,006

e 1,433 1,429 -0,004

Pireno a 1,395 1,393 -0,002
b 1,406 1,401 -0,005

o 1,425 1,419 -0,006

d 1,438 1,440 0,002

e 1,430 1,433 0,003

f 1,367 1,357 -0,010

a 1,410 1,420 0,010

b 1,418 1,418 0,000

c 1,361 1,378 0,017

d 1,342 1,351 0,009

e 1,425 1,422 -0,003

f 1,436 1,433 -0,003

g 1,423 1,434 0,011
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h 1,352
i 1,415
Fenantreno a 1,423
b 1,386
c 1,394
d 1,401
e 1,409
f 1,465
g 1,420
h 1,453
i 1,350
Criseno a 1,428
b 1,363
c 1,394
d 1,381
e 1,409
f 1,468
g 1,409
h 1,421
i 1,369
j 1,428
Trifenileno a 1,410
b 1,381
c 1,397
d 1,413
e 1,458
Naftaleno a 1,422

a b b 1,371
d 1,420

1,362
1,424

1,413
1,380
1,406
1,381
1,414
1,446
1,416
1,435
1,357

1,441
1,416
1,427
1,362
1,430
1,441
1,416
1,427
1,362
1,430

1,410
1,385
1,399
1,415
1,452

1,422
1,373
1,416
1,412

0,010
0,009

-0,010
-0,006
0,012
-0,020
0,005
-0,019
-0,004
-0,018
0,007

0,013
0,053
0,033
-0,019
0,021
-0,027
0,007
0,006
-0,007
0,002

0,000
0,004
0,002
0,002
-0,006

0,000
0,002
0,004
-0,008

Percebe-se que os valores estdo em concordéncia, indicando que as moléculas otimizadas

estdo no minimo de energia global em uma superficie de potencial. Assim, podem ser utilizadas

para obter os parametros necessarios para realizar a analise.
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4.2 Analise de estabilidade de HPA, metabdlitos e adutos.

O processo de ativacdo enzimatica levando a formacéo de metabdlitos e posteriormente
originando adutos foi analisado usando os calores de formagdo. A Tabela 4 mostra os calores

de formac&o obtidos através de calculo AM1, ela contém o AH; dos HPA ndo metabolizados
(nM), metabdlitos (M) e Adutos. Os valores AHs1), AHs) € AHgs) correspondem a diferenca de
AHr entre M —nM, Aduto — M e Aduto — nM, respectivamente.

Tabela 4. Calores de formacéo dos HPA, seus metabdlitos e adutos com a guanina

AHs (kcal/mol)

Ndo metabolizado  Metabdlitos

Aduto AHtq) AHs) AHs)
Nimero HPA (nMm) (M)
1 Antraceno 62,762 5,239 47,108  -57,523 41,869 -15,655
2 Benzo[a]antraceno 78,042 -34,675 20,556  -112,717 55,231 -57,485
3 Pireno 67,165 21,413 52,829  -45752 31,416 -14,335
4 Fluoranteno 87,740 -17,257 34,226  -104,997 51,483 -53,515
5 Benzeno 21,955 -22,735 16,699  -44,690 39,434  -5,256
6 Benzo[a]pireno 87,286 -25,374 26,251 -112,660 51,625 -61,035
7 Fenantreno 57,283 -52,151 4,416  -109,434 56,567 -52,866
8 Acenafteno 42,453 -13,232 32,191  -55,685 45,423 -10,262
9 Criseno 76,007 -34,916 20,887 -110,923 55,803 -55,120
10 Fluoreno 54,210 -47,503 0,162  -101,713 47,665 -54,048
11 Benzo[e]pireno 83,764 -22,059 30,139  -105,823 52,198 -53,625
12 Benzo[b]fluoreno 71,817 -32,929 16,227 -104,746 49,156 -55,590
13 Trifenileno 75,291 -31,463 24,989  -106,754 56,452 -50,302
14 Naftaceno 86,740 27,385 62,577  -59,355 35,192 -24,163
15 Dibenzo[a]fluoreno 73,981 -28,187 17,479 -102,168 45,666 -56,503
16 Naftaleno 40,468 -13,109 30,906  -53,577 44,015 -9,562
17 Dibenzo[a,c]antraceno 95,315 -15,966 28,325 -111,281 44,291 -66,990
18 Dibenzo[a,h]antraceno 93,949 -19,134 35,653 -113,083 54,787 -58,296
AHf1) = M —nM;

AHgs) = Aduto — M;
AHsz) = Aduto — nM.

Percebe-se que 0 benzeno (AHr = 21,955 kcal/mol) é o composto mais estavel entre o0s

estudados. Os dados mostram que o calor de formacdo aumenta em geral com o nimero de
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anéis na cadeia (peso molecular), logo os compostos com 0s maiores valores sao
dibenzo[a,c]antraceno (AH: = 95,315 kcal/mol) e dibenzo[a,h]antraceno (AHs = 93,949
kcal/mol). Essa observacao ja € esperada, visto que cadeias maiores devem possuir maiores
valores de AHk.

A Figura 6 mostra o comportamento do calor de formag&o encontrado para o processo de
ativacdo metabdlica e, posteriormente, a formacéo da ligagdo covalente entre 0 metabolito e a
guanina. Nota-se que todos os metabdlitos sdo mais estaveis que os HPA ndo metabolizados
que os originam, mesmo considerando rotas metabdlicas diferentes. Este resultado é baseado

na analise dos dados da Tabela 4.

'TEntaIpia

HPA
;I: N
\\
. AHg(3)
AHi) \\ ) Aduto
\ //
N - . gl AHfe)
v v Carcindgeno Efetivo -~

Figura 6. Comportamento do calor de formacéo ao longo do processo de formacao do aduto.

A partir da andlise dos calores de formacao dos adutos formados entre 0 metabdlito e a
guanina, observa-se que todos eles sdo mais estaveis do que os HPA de partida. Essa informacéo
esta contida nos valores de AHg3), que indica a diferenca entre os calores de formag&o do aduto
e do HPA ndo metabolizado. O efeito € mais pronunciado para benzo[a]pireno (AH¢3) = -61,035
kcal/mol) e benzo[a]antraceno (AHsg) = -57,485 kcal/mol) e menos pronunciado para benzeno
(AH¢3)= -5,256 kcal/mol) e naftaleno (AHsg) = -9,562 kcal/mol).

Os resultados sugerem que a formacao dos metabolitos partindo dos HPA é favorecida
do ponto de vista de estabilidade, assim como a formacao dos adutos. Todavia existem outros
parametros importantes que devem ser considerados na investigagdo do processo de

carcinogénese quimica, como propriedades eletrénicas e estéreas.
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4.3 ACP com HPA e seus carcindgenos efetivos

A Tabela 5 mostra os dados obtidos com calculos AM1 para os HPA e seus metabdlitos

usados na ACP.

Tabela 5. Descritores eletrdnicos para 0s HPA (AHy, EAadia€ AE(-1) € seus metabdlitos (AHs

EAuadia € AEL-K)
AHs AH¢* EAagia EAaia™ AELn  AELW*
Namero HPA (kcal'mol?)  (kcal'mol?)  (eV) (eV) (eV) (eV)

1 Antraceno 62,762 5,239 0,840 1,429 7,680 7,091
2 Benzo[a]antraceno 78,042 -34,675 0,814 1,201 7,706 7,319
3 Pireno 67,165 21,413 1,683 2,057 7,591 6,463
4 Fluoranteno 87,740 -17,257 0,929 1,280 7,591 7,240
5 Benzeno 21,955 -22,735 -0,555 1,663 9,075 6,857
6 Benzo[a]pireno 87,286 -25,374 1,111 1,071 7,409 7,449
7 Fenantreno 57,283 -52,151 0,408 0,564 8,112 7,956
8 Acenafteno 76,007 -13,232 1,462 1,410 7,845 7,110
9 Criseno 76,007 -34,916 0,675 0,616 7,845 7,904
10 Fluoreno 54,210 -47,503 0,219 0,303 8,301 8,217
11 Benzo[e]pireno 83,764 -22,059 0,855 0,987 7,665 7,533
12 Benzo[b]fluoreno 71,817 -32,929 0,488 0,639 8,032 7,881
13 Trifenileno 75,291 -31,463 0,453 0,629 8,067 7,891
14 Naftaceno 86,740 27,385 1,234 1,453 7,286 7,067
15 Benzo[a]fluoreno 73,981 -28,187 0,561 0,594 7,959 7,926
16 Naftaleno 40,468 -13,109 0,265 1,518 8,255 7,002
17 Dibenzo[a,c]antraceno 95,315 -15,966 0,797 1,107 7,723 7,413
18 Dibenzo[a,h]antraceno 93,949 -19,134 0,805 1,073 7,715 7,447

Analisando a Tabela podemos perceber que a EAadia aumenta para os metabdlitos
formados, ou seja, eles apresentam um maior carater eletrofilico em relacdo aos HPA néo
metabolizados, indicando o aumento na facilidade de receber os elétrons do DNA. O maior
aumento ocorreu entre bezeno e seu metabdlito, sugerindo que este Gltimo apresenta um caratéer
eletrofilico muito maior que o primeiro. E importante considerar que o benzeno ja é uma
substancia classificada como carcinogénica pelo IARC (Tabela 2), por isso apresenta um
metabolito com alto caratér eletrofilico.

O descritor AELH (metabdlito-guanina) diminuiu para os metabdlitos formados,

mostrando que a interacdo entre ele e o DNA € mais efetiva do que entre os HPA ndo
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metabolizados e 0 DNA. Essas observacdes sdao um forte indicio de que a possibilidade dos
HPA ndo metabolizados interagirem diretamente com o material genético é pequena. Portanto,
estes HPA precisariam ser metabolizados no organismo para formar substancias com maior
caratér eletrofilico e maior facilidade de interagio LUMO-HOMO com o DNA.

As equacdes 21 e 22 mostram a contribuicdo dos parametros na primeira componente

principal (PC1) e na segunda componente principal (PC2), respectivamente.

PC1=-0,22 AHs + 0,97 EAadia— 0,98 AE, .1 (21)
PC2 = 0,97 AHf + 0,16 EAudia — 0,07 AEL.H (22)

Verifica-se que os descritores EAadia @ AEL-1 possuem maior contribui¢do na PC1 e o AHs
tem maior contribuicdo na PC2. Uma analise do gréafico (Figura 7) sugere que a PC2 contribuiu
mais efetivamente para a separacdo dos compostos em dois grupos, entretanto a PC1 també é

importante, visto que a separacdo so ocorre quando PC1 e PC2 estdo combinadas.
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Figura 7. ACP comparando os HPA ndo metabolizados e os seus metabdlitos.
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A PC1 apresentou 65,39% da variancia total enquanto que a PC2 apresentou 32,63%,
somando 98,02% da variancia total. Isso indica que mais de 50% dos resultados foi explicado
pelo 1° e 2° eixo da ACP, mostrando que existe uma correlacdo entre os descritores usados.
Analisando o grafico da ACP (Figura 7) percebe-se que ocorreu uma separagao entre os HPA
ndo metabolizados (azul) e seus metabdlitos (vermelho). Verifica-se que a maioria dos
metabolitos estdo a direita da PC1, indicando maiores valores de EAadia € menores valores de
AEL-H, que € 0 comportamento esperado para as substancias com maior potencial carcinogénico.

Os HPA ndo metabolizados (azul) estdo na parte superior da PC2 o que indica maiores
valores de AHy, mostrando que estes compostos sdo menos estaveis do que os metabdlitos, logo
eles dificilmente irdo interagir com o DNA, pois serdo facilmente degradados no organismo. O
benzeno (substancia 5) é o composto mais estavel entre os compostos ndo metabolizados e
também é o que apresenta menor comportamento carcinogénico, mostrando que ele devera ser

ativado metabolicamente para interagir com o DNA.

4.4 Avaliacéo do potencial carcinogénico dos HPA

A segunda ACP foi realizada considerando informagGes dos metabolitos, visto que sdo
eles que vao interagir de fato com o DNA. A Tabela 6 mostra os dados utilizados na analise.
Os parametros p e logP foram adicionados nessa analise porque eles descrevem o transporte no
meio bioldgico e a entrada no meio celular. Os dados utilizados para esses dois parametros
foram dos HPA ndo metabolizados, pois eles sdo ativados metabolicamente dentro da célula,
ou seja, 0 metabolito serd formado depois de entrar no meio celular, por isso os valores de e
logP dos HPA ndo metabolizados descrevem melhor o processo de interagdo com a membrana
celular.

Na analise realizada consideramos os compostos 2.1, 5.1, 6.1 e 18.1 como carcinogénicos,
porque sdo  originarios do  benzo[a]antraceno, benzeno, benzo[a]pireno e

dibenzo[a,h]antraceno, que ja sdo classificados como substancias carcinogénicas.
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Tabela 6. Descritores eletrénicos usados na segunda ACP

EAadia AELH
NUmero  Substéncia (eV) (eV) H (D) LogP
11 Antracenoquinona 2,274 7,091 0,018 4,560
2.1 Benzo[a]antraceno-diolepoxido 1,912 7,319 0,045 5,720
3.1 Pirenoquinona 2,057 6,463 0,000 5,190
4.1 Fluoranteno-diolepoxido 2,204 7,240 0,239 5,040
5.1 Catecolquinona 2,185 6,857 0,000 2,030
6.1 Benzo[a]pireno-diolepoxido 1,996 7,449 0,037 6,390
7.1 Fenantreno-diolepoxido 1,419 7,956 0,020 4,550
8.1 Acenaftenoquinona 1,410 7,110 0,557 4,010
9.1 Criseno-diolepoxido 1,564 7,904 0,001 5,710
10.1 Fluoreno-diolepoxido 1,175 8,217 0,367 4,260
11.1 Benzo[e]pireno-diolepoxido 1,778 7,533 0,033 6,330
12.1 Benzo[b]fluoreno-diolpepoxido 1,726 7,881 0,339 5,310
13.1 Trifenileno-diolepoxido 1,519 7,891 0,000 5,770
141 Naftacenoquinona 2,579 7,067 0,001 5,710
15.1 Benzo[a]fluoreno-diolepoxido 1,486 7,926 0,386 5,460
16.1 1,2-Naftoquinona 2,124 7,002 0,000 3,330
17.1 Dibenzo[a,c]antraceno-diolepoxido 2,045 7,413 0,036 6,930
18.1 Dibenzo[a,h]antraceno-diolepoxido 1,883 7,447 0,001 6,930
19 Glicose 0,101 10,537 2,128 -2,570
20 Sacarose 0,090 10,255 4,900 -2,630
21 Frutose 0,874 10,603 2,435 -2,450
22 Agua -2,606 12,085 1,551 -0,400
23 Glicerol -1,821 11,433 2,859 -1,930
24 Leucina 0,028 9,431 1,128 -1,820
25 Lactose -0,987 10,125 5,122 -3,010
26 Galactose 0,356 10,645 1,509 -2,570
27 Tetracloreto de carbono 1,885 7,403 0,000 2,640
28 2-naftilamina 0,890 8,223 1,353 2,250
29 4-aminobifenil 1,093 8,192 0,040 2,890
30 Resveratrol -1,607 11,133 14,983 2,570
31 Acetilsalicilato -2,988 12,256 7,728 1,430

Os valores da EAadia listados na Tabela 6 mostram que o grupo dos carcinogenos (27, 28

e 29), em vermelho, apresentam elevadas eletroficilicidade, indicando que terdo maior

facilidade de receber os elétrons da guanina (DNA). Esse comportamento também é verificado

entre os metabolitos. Os dados da AEL.1 mostram que a interacdo com o DNA sera mais efetiva
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para 0s grupos dos carcindgenos (vermelho) e metabdlitos (marron), uma vez que sdo 0S
compostos que apresentam menores diferencas entre os orbitais.

As equacOes 23 e 24 sdo da ACP realizada com os dados da Tabela 6. Nessa analise
todos os quatros parametros tiveram pesos significativos tanto na PC1 quanto na PC2, no
entanto os parametros que mais influenciaram na separacdo dos grupos foram EAagia € AELH,
ja que apresentaram maior contribuicdo na PC1. O p e LogP também apresentaram pesos
consideraveis, indicando que parametros hidrofébicos sdo importantes na investigacdo do

potencial carcinogénico.

PC1 = 0,948 EAagia — 0,969 AEL.1i — 0,785 . + 0,800 LogP (23)
PC2 = 0,067 EAugia + 0,077 AEL1 — 0,559 {1 — 0,534 LogP (24)

A PC1 e PC2 apresentaram, respectivamente, 77,37% e 15,21% da variancia total (Figura
8), mostrando que existe uma correlagdo entre os quatros descritores usados, uma vez que as
duas componentes somaram 92,58% da variancia total, indicando que mais de 50% dos
resultados foi explicado pelo 1° e 2° eixo da ACP.

A Figura 8 mostra que foi obtida uma separacdo das substancias em trés grupos, néo
carcinogénos (verde), protetores (azul) e carcinogénos (vermelho e marron). O grupo dos nédo
carcindgenos apresentou um comportamento contrario ao que é esperado para substancias
potencialmente carcinogénicas, eles ficaram do lado direito da PC1, indicando baixos valores
de AEL-H e LogP e altos valores de AE..1 e 1. Os protetores tiveram comportamento parecido
com o grupo de ndo carcinogénos em relacdo a PC1, entretanto mais acentuado, indicando que
eles ndo apresentam facilidade de interagir com a guanina. Em relacdo a PC2, os dois protetores
apresentaram o mesmo comportamento, todavia o resveratrol (substancia 30) possui um g muito
elevado, ficando no ponto mais negativo da PC2, visto que o p tem contribuicdo negativa nesse
eixo. Ja o grupo dos carcin6genos apresentaram comportamento esperado, com altos valores de

EAadia € LOgP e baixo valores de AEL-+ e .
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Figura 8. Resultado da ACP comparando metabodlitos dos HPA, carcindgenos, ndo

carcindgenos e protetores.

O resultado mostrado na Figura 8 indica que os metabdlitos dos HPA estudados
agruparam-se entre as substdncias cancerigenas, portanto eles apresentam propriedades
semelhantes as substancias ja classificadas como carcinogénicas. Deste modo, podemos
classificar os metabdlitos e os HPA que os originam em substancias potencialmente
cancerigenas, com base no modelo de interacdo carcinégeno-DNA considerado neste trabalho.

Baseado nos resultados da ACP verificamos que os parametros eletronicos combinados

com parametros hidrofébicos conseguem descrever bem o0s processos investigados.
4.5 O estudo QSAR
O estudo da relacdo estrutura-atividade dos HPA levou a construcdo de seis modelos

matematicos eficazes na previsdo dos valores experimentais do LD50. Os dados e parametros

usados na construgdo dos modelos estdo listados na Tabela 7.
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Tabela 7. Descritores usados no estudo QSAR e o seu resultado

Ndmero HPA EAugia (Bv)  AEL4 (V) Area (A?) Volume (A%)  LogP
1 Antraceno 1,454 7,680 211,90 219,35 4,560
2 Benzo[a]antraceno 1,547 7,706 255,36 273,37 5,720
3 Pireno 1,571 7,631 222,24 239,58 5,190
4 Fluoranteno 1,683 7,591 227,56 242,88 5,040
5 Benzeno -0,058 9,075 118,88 107,16 2,030
6 Benzo[a]pireno 1,922 7,409 265,68 292,48 6,390
7 Fenantreno 1,145 8,112 209,23 218,50 4,550
8 Acenafteno 0,809 8,307 187,76 193,96 4,010
9 Criseno 1,462 7,845 251,77 271,15 4,560
10 Fluoreno 0,968 8,301 200,76 207,22 4,260
11 Benzo[e]pireno 1,569 7,665 262,67 291,97 6,330
12 Benzo[b]fluoreno 1,301 8,032 246,51 263,04 5,310
13 Trifenileno 1,215 8,067 249,3 271,64 5,770
14 Naftaceno 1,916 7,286 257,95 273,58 5,710
15 Benzo[a]fluoreno 1,349 7,959 244,85 262,45 5,460
16 Naftaleno 0,826 8,255 165,59 163,60 3,330

Primeiramente investigamos a colinearidade entre os descritores utilizados no QSAR

(Tabela 8), uma vez que se as variaveis tiverem valores significativos de colinearidade elas

descreverdo a mesma propriedade, nesse caso, elas ndo poderdo ser usadas no mesmo modelo

de regressdo®4%, O resultado da Tabela 8 mostra que os pardmetros EAadia ¢ AEL-H S30

colineares, logo ndo podemos utiliza-los simultaneamente numa regressdo. O mesmo ocorre

com éarea superficial, volume e LogP, todavia temos baixas correlacbes quando combinamos

um parametro eletrébnico com um parametro estéreo ou hidrofébico.

Tabela 8. Matriz de colinearidade das variaveis independentes.

EAadia AEL+ Avrea superficial Volume LogP

EAadia 1,000 0,978 -0,489 0,454 0,391
AELH 0,978 1,000 -0,479 0,449 0,398
Avrea superficial -0,489 -0,479 1,000 -0,972 -0,934
Volume 0,454 0,449 -0,972 1,000 0,834
LogP 0,391 0,398 -0,934 0,834 1,000

A Tabela 9 apresenta as correlacdes entre variaveis independentes (descritores) e variavel

dependente (Log (LD50)™?). Os parametros com valores mais altos de correlagdo com a resposta
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biologica foram area superficial, volume e LogP, entretanto os valores ndo séo significativos,

portanto para construir modelos capazes de reproduzir eficientemente os valores experimentais

do LD50, foi necessario combinar os parametros hidrofobicos com os descritores eletronicos,

que também apresentaram valores baixos de correlacdo. Observa-se também que EAadia, LOgP,

volume e area superficial tiveram correlacdes positivas, ou seja, a medida que seus valores

aumentam, a toxicidade aguda (Log (LD50)?) dos HPA também aumenta. Ja no caso do [ e

AELH as correlagdes sdo negativas indicando relacdo inversa com a toxicidade aguda.

Tabela 9. Matriz de correlagéo entre as variaveis e o Log (LD50)*

Log (LD50)*

m 0,117

EAadia 0,421
AELH -0,366
Avrea superficial 0,648
Volume 0,644
LogP 0,633

A Tabela 10 mostra os valores experimentais e os valores tedricos obtidos com o0s

modelos matematicos construidos. Os valores do LD50 estdo em escala logaritmica inversa por

dois motivos. Primeiro porque alguns valores de LD50 dos HPA sdo bem diferentes, exemplo

0 benzo[a]antraceno (LD50 = 10 mg/Kg) e antraceno (LD50 = 18000 mg/Kg), resultando em

desvios muito distantes, por isso é indicado o uso da escala logaritmica, o que possibilita

desvios com valores préximos contribuindo para o sucesso estatistico da analise. O segundo

motivo € a utilizacdo da escala inversa que facilita a interpretacdo das relagées com o LD50, ou

seja, quanto menor o LD50 da substancia maior a sua toxicidade e com escala inversa, quanto

maior o log(LD50)* maior a toxicidade do composto.

Tabela 10. Resultado da analise QSAR

Log (LD50)*

HPA Exp Modelol Modelo2 Modelo3 Modelo4 Modelo5 Modelo6
Antraceno -4,25556 -4,045 -3,781 -4,030 -4,247  -4,038 -4,263
Benzo[a]antraceno -1,000%’ -1,231 -1,098 -1,254 -1,396  -1,624 -1,698
Pireno -3,431%7 -3,605 -3,533 -3,345 -3,428  -2,995 -3,126
Fluoranteno -3,301%8 -3,439 -3,623  -3,640 -3430 -3,812 -3,607
Benzeno -3,729% -4,053 -4,098  -4,075 -4,034 -4,003 -3,967
Benzo[a]pireno -1,699%° -1,820 -1,920 -1,756 -1,684  -1,531 -1,483
Fenantreno -2,845%7 -2,420 -2,691  -2,738  -2,462 -2,810 -2,532
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Acenafteno -3,301°° -2,948 -2,817 -2,724  -2,881  -2,748 -2,885

Criseno - -0,871 -0,995 -1,010 -0,930 -1,304 -1,156
Fluoreno - -2,158 -2,555 -2,631  -2,241  -2,792 -2,380
Benzo[e]pireno - -0,939 -0,668 -0,248  -0,636  -0,246 -0,571
Benzo[b]fluoreno - -0,424 -0,701 -0,789  -0,549  -1,615 -1,245
Trifenileno - -0,105 -0,149 0,091 0,035  -0,159 -0,128
Naftaceno - -2,804 -2,435 -2,837  -3,172  -3,143 -3,424
Benzo[a]fluoreno - -0,830 -1,017 -1,032  -0,888  -1,448 -1,223
Naftaleno -3,7086! -4,540 -4,451 -4584  -4,647  -4,455 -4,538

Os valores tedéricos mostrados na Tabela 10 foram obtidos com os modelos matematicos

1,2, 3, 4,5 e 6 representados pelas equacdes 25, 26, 27, 28, 29 e 30, respectivamente.

Log (LD50)? = — 49,0867(+7,1265) + 4,1466(+0,6869) AE_ + 0,0623(0,0082) Area  (25)
Log (LD50)? = — 12,7277(+1,4883) — 4,1329(20,8286) EA i + 0,0706(+0,0115) Area (26)
Log (LD50) = ~10,6355(+1,0843) — 4,3398(%0,8066) EAadiz) + 0,0589(:0,0090)Volume(27)
Log (LD50)™ = — 47,8816(+7,0992) + 4,2326(+0,7103) AEL + 0,0507 (:0,0068)Volume(28)
Log (LD50)? = — 9,1217(1,2295) — 4,0506(+1,0887) EAuia + 2,4062(0,5270) LogP ~ (29)
Log (LD50)? = — 45,0046(+9,2884) + 4,0577(+0,9473) AEL + 2,1202(+0,3955) LogP  (30)

Os modelos matematicos conseguem prever de maneira aproximada a maioria dos valores
experimentais, no entanto podemos destacar aqueles que reproduziram valores mais
aproximados para antraceno (modelo 4 e 6), benzo[a]antraceno (modelo 2), fenantreno (modelo
5), pireno e benzo[a]pireno (modelo 4). Observa-se que o modelo 4 se destacou por reproduzir
mais eficientemente os valores experimentais do log (LD50), por exemplo, o erro relativo foi
de 0,18%, 0,09% e 0,88%, respectivamente, para benzo[a]antraceno, pireno e benzo[a]pireno.

A validag&o estatistica dos modelos QSAR é muito importante, por isso as informacdes
estatisticas dos modelos mostrados nas equacBes 15-20 estdo listadas na Tabela 11. Nota-se que
todos 0s modelos apresentaram valores significativos de coeficientes de correlacdo (R) e
coeficientes de determinacéo (R?). O R indica que existe correlagio entre os descritores usados
e 0 log(LD50)2. Os modelos 1 e 4 sdo os que apresentam maior correlagio com a toxicidade
aguda. O R? corresponde & fracdo da variabilidade total que o modelo consegue explicar, no
caso, os modelos 1 e 4 explicam 93 % e 92,8 %, respectivamente, da variabilidade dos valores
observados do Log(LD50)™.
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Tabela 11. Informagdes estatisticas dos modelos com n = 8 e 95% de confianca.

Modelo R R? s Fes) p
1 0,964 0,930 0,338 33,24 0,0013
2 0,950 0,903 0,398 23,28 0,0029
3 0,956 0,914 0,375 26,48 0,0022
4 0,963 0,928 0,344 32,085 0,0014
5
6

0,917 0,841 0,510 13,214 0,0101
0,934 0,872 0,458 16,971  0,0059

Em relacéo ao teste de confiancga, todos os modelos satisfazem o teste de Ficher (F) aum
nivel de 95% de confianga (Fealculado > F(2,5)Tabelado= 5,79). Apresentam desvio padrdo (s) baixo
e um bom nivel de confiabilidade com p < 0,05, portanto todos os modelos fornecem valores
estatisticamente confidveis com nivel de confianca de 95%.

Além dos testes citados é importante a avaliagdo do grafico de valores experimentais
versus valores calculados, que deve apresentar pontos bem alinhados em relacdo a reta de
regressdo para modelos bem ajustados. Ja o grafico dos residuos deve apresentar pontos
dispersos aleatoriamente ao redor do zero (linha horizontal do gréfico).

A Figura 9 mostra o grafico obtido com o modelo 1, que utilizou os pardmetros AE_.+ e
area superficial. Nesta Figura perceber-se que todos os pontos estdo proximos da reta de
regressdo, isso indica que os valores preditos e experimentais estdo em boa concordancia, o que

se espera para modelos bem ajustados.
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Figura 9. Valor experimental versus valor calculado obtido com modelo 1.
A Figura 10 apresenta a dispersao dos residuos em torno do zero. Nota-se que todos 0s
compostos possuem erros baixos e a dispersdo dos pontos € aleatoria, sugerindo que o0 modelo

esta bem ajustado.
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Figura 10. Analise residual obtido com o0 modelo 1.
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O modelo 2 originou o grafico apresentado na Figura 11. O resultado é semelhante ao do
modelo 1 uma vez que ambos possuem area superficial como um dos pardmetros utilizados. A
diferenca entre eles é que o modelo 1 foi desenvolvido usando 0 AEL.+ € 0 modelo 2 a EA(adia),

mesmo assim o resultado foi semelhante, iSSo ocorreu porque esses parametros descrevem o
mesmo tipo de processo.
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Figura 11. Valor experimental versus valor calculado obtido com modelo 2

A dispersdo dos residuos formados a partir do modelo 2, que esta mostrado na Figura 12,
é semelhante a dipersédo originada pelo modelo 1. Nota-se, entretanto que o modelo 1 descreve
melhor o fluoranteno (menor erro) do que o modelo 2, e este por sua vez descreve melhor o
fenantreno do que o modelo 1.
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Figura 12. Analise residual obtido com o modelo 2.

A Figura 13 mostra o grafico obtido a partir do modelo 3 que foi desenvolvido com 0s
pardmetros EAdia) € Volume molecular. Percebe-se que o modelo esta bem ajustado, visto que
todos os pontos do grafico estdo proximos da reta de regressdo e dentro do intervalo de
confianca.
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Figura 13. Valor experimental versus valor calculado obtido com modelo 3.
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A andlise residual do modelo 3 mostrada na Figura 14 confirma que ele esta bem ajustado,
uma vez que a dispersdo dos valores em torno do zero é aleatdria. Nota-se que o modelo 3

descreve bem o pireno, benzo[a]pireno e fenantreno (erros baixos).
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Figura 14. Analise residual obtido com o modelo 3.

O gréafico obtido a partir do modelo 4 é apresentado na Figura 15. Esse modelo foi
desenvolvido com os parametros AEL.4 e volume molecular, fornecendo o melhor resultado
entre os seis modelos construidos. Verifica-se na Figura 15 que o modelo esta bem ajustado, ja

que todos os pontos estdo alinhados com a reta de regressao e dentro do intervalo.
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Figura 15. Valor experimental versus valor calculado obtido com modelo 4.

O grafico de dispersdo dos residuos obtido a partir do modelo 4 é mostrado na Figura 16.
Uma andlise do grafico confirma que o modelo estd bem ajustado e foi o mais eficiente na
reproducdo dos valores experimentais do LD50, principalmente para o antraceno, pireno e

benzo[a]pireno com desvios proximos de zero.
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Figura 16. Analise residual obtido com o0 modelo 4.
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O modelo 5 originou o grafico mostrado na Figura 17. Esse modelo foi desenvolvido com
0s parametros EAqdia) € logP, apresentando valores calculados em concordancia com o0s

experimentais. O melhor resultado do modelo foi a reproducdo do valor experimental do
fenantreno.
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Figura 17. Valor experimental versus valor calculado obtido com modelo 5.

A anélise residual do modelo 5 apresentado na Figura 18 mostra que 0s pontos estdo
dispersos aleatoriamente em torno do zero e confirma que o fenantreno foi o HPA melhor

descrito pelo modelo. O benzo[a]antraceno e acenafteno tiveram os maiores erros entretanto
ainda estdo dentro do intervalo.
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Figura 18. Analise residual obtido com o0 modelo 5.

A Figura 19 mostra o grafico originado a partir do modelo 6. A anélise do grafico mostra

que os pontos calculados e experimentais estdo em concordancia, indicando que o modelo esta
bem ajustado.
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Figura 19. Valor experimental versus valor calculado obtido com modelo 6.
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A andlise residual do modelo 6 € mostrado na Figura 2. Percebe-se que 0s pontos estdo
dispersos aleatoriamente em torno do zero, indicando que o modelo estd bem ajustado. O

melhor resultado do modelo foi a reproducédo do valor experimental de LD50 para o antraceno.
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Figura 20. Analise residual obtido com o0 modelo 6.

Os graficos obtidos a partir dos modelos desenvolvidos mostram que as regressoes estdo
bem ajustadas, uma vez que os seis modelos apresentaram pontos alinhados com a reta de
regressao, indicando que os valores experimentais e calculados estdo em concordancia a um
nivel de 95% de confianca. Os residuos possuem uma dispersdo aleatéria em torno do zero,
confirmando que todos os modelos estdo bem ajustados. O grafico com a melhor dispersdo em
torno da média foi do modelo 4, confirmando que esse modelo é o mais eficiente para reproduzir
os valores experimentais de LD50.

Os modelos desenvolvidos estdo todos validados estatisticamente com 95% de confianca
e sdo eficazes na reproducdo dos valores da toxicidade aguda. Essa observacédo sugere que a
combinacdo entre parametros eletrdnicos e hidrofébicos ou estéreos é importante na
investigagdo do potencial carcinogénico dos compostos estudados. As relagdes matematicas
desenvolvidas podem ser Uteis na investigacdo do potencial carcinogénico de substancias

poucos estudadas com informagdes insuficientes sobre a sua carcinogénicidade. Provavelmente
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um dos seis modelos desenvolvidos reproduzira eficientemente o valor de LD50 para essas

substancias.
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5.0 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A andlise ACP utilizando descritores eletronicos (EAadia, AL-H € W) € hidrofébico (LogP)
avaliou os HPA como potenciais carcindgenos. Este resultado é importante porque mostra que
os HPA que ainda ndo séo classificados quanto a sua carcinogenicidade, aqueles que estdo na
lista 3 do IARC, precisam ser urgentemente reavaliados. A utilizacdo de dados dos metabolitos
na ACP foi extremamente relevante, uma vez que possibilitou o refino do modelo de avaliacéo
do potencial carcinogénico. O modelo desenvolvido com a ACP pode ser expandido para outros
HPA com pouca informacao experimental e tedrica, visto que as rotas de ativacdo metabolica
para 0s HPA séo conhecidas e semelhantes.

A avaliacdo da estabilidade dos adutos e do processo de ativacdo metabdlica mostrou que
os HPA ndo interagem diretamente com o material genético, em concordancia com outros
trabalhos'?8, Os HPA originam metabdlitos mais estaveis e isso ocorreu para todos os
compostos estudados, em especial para benzo[a]pireno e benzo[a]antraceno. Observacao
semelhante é obtida para os adutos, todos eles sdo mais estaveis que os HPA originais. Esse
resultado indica que tanto a formagdo dos metabdlitos, quanto a formagdo dos adutos é
favorecida do ponto de vista da estabilidade quimica.

O estudo QSAR resultou em modelos matematicos bem ajustados e estatisticamente
satisfatorios, com nivel de confianca de 95%. Portanto, esses modelos sdo eficazes na
reproducdo dos valores experimentais de LD50 para os HPA classificados em potenciais
carcinégenos Podemos destacar o modelo 4, que reproduziu muito bem os valores
experimentais do antraceno, pireno e benzo[a]pireno, além de outros modelos que também
reproduziram os valores com aproximagao.

O modelo de interacdo HPA-DNA, assim como os descritores eletronicos envolvidos
nesse processo tiveram papel fundamental na avaliagdo do potencial carcinogénico e também
no estudo QSAR. Todavia foi necessaria a combinacéo entre parametros hidrofébicos e estéreos
para refinar a ACP e produzir modelos de regressao eficientes para reproduzir os valores
experimentais do LD50, indicando que essa combinacdo € fundamental, uma vez que é
importante considerar, nesses tipos de estudos, processos relacionados a lipofilia e
impedimentos estéreos.

Os modelos teoricos apresentados neste trabalho podem ser aplicados a outras classes de
substancias com a finalidade de identificar seu potencial carcinogénico, destacando assim a
importancia desta metodologia para avaliacdo da toxicidade de compostos quimicos. De

imediato, abre-se entdo a perspectiva de aplicar os modelos teéricos aqui utilizados a outros
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hidrocarbonetos policiclicos arométicos, além de expandir a analise para outros grupos de
moléculas. Além disso, fica como perspectiva a inclusdo de novos parametros para descrever

cada vez melhor os processos estudados e refinar os modelos teoricos.
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