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Resumo

O potencial carcinogénico do carbendazim e seus metabdlitos foi analisado utilizando um
tratamento estatistico dos parametros eletronicos obtidos a partir de cilculos AM1 e
DFT/BLYP/6-311++G(d,p). A interagio carcindgeno-DNA ¢é descrita através da Teoria da
Ressonancia Nio Sincronizada da Ligacio Covalente como um processo de transferéncia de
elétron envolvendo os orbitais de fronteira HOMO e LUMO, modelo ja desenvolvido por
Pavio e Ledo. Através de uma Anilise de Componentes Principais da afinidade eletronica,
energia de intera¢io carcindégeno-DNA, atracio eletrostitica e permeabilidade da membrana
celular (momento de dipolo e coeficiente de parti¢io) obtivemos evidéncia que o carbendazim
exibe atividade carcinogénica. Para os metabdlitos do carbendazim, a andlise dos parametros
eletronicos também exibiram similaridade aos carcinégenos conhecidos. Embora existam
poucos dados na literatura sobre a carcinogenicidade destes compostos, os resultados do presente
estudo indicam que o uso deste fungicida representa um risco para a saide da populacio, em
especial para os trabalhadores rurais. Desta forma, os resultados aqui obtidos podem servir de

subsidios para a aplicacio de uma politica de saude publica baseada no principio da precaucio.

Palavras—chave: Fungicidas. Carcinogénese quimica. Cilculos AM1 e DFT. Anilise de

componentes principais.
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Abstract

The carcinogenic potential of carbendazim and its metabolites was analyzed using a statistical
treatment of electronic parameters obtained from AM1 and DFT/6-311++G(d,p) calculations.
The carcinogen-DNA interaction 1is described in the framework of the Theory of
Unsynchronized Resonance of Covalent Bond as a process of electron transfer involving the
HOMO and LUMO frontier orbitals, model of already developed by Pavio and Leio. Through
a Principal Component Analysis (PCA) of the electron affinity, carcinogen-DINA interaction
energy, electrostatic attraction and cell membrane permeability (dipole moment and partition
coefficient) we have obtained evidence that carbendazim displays carcinogenic activity. For the
metabolites of carbendazim, analysis of the electronic parameters also exhibited similarity to
known carcinogens. Although there are few data in the literature on the carcinogenicity of these
compounds, the results of this study indicate that the use of this fungicide poses a risk to the
health of the population, especially for rural workers. Thus, our findings may provide support

for the implementation of a public health policy based on the precautionary principle.

Keywords: Fungicides. Chemical carcinogenesis. AM1 and DFT calculations. Principal

component analysis. Structure activity relationship.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO
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1.1 Carbendazim: o fungicida utilizado em laranjas

O fungicida benzimidazdlico methyl N-(1H-benzimidazol-2-ylycarbamate (MBC),
térmula molecular CyHyN;O,, conhecido popularmente como carbendazim, foi noticia
internacional em janeiro de 2012, quando os EUA proibiram temporariamente toda a
importacio do suco de laranja brasileiro devido a presenca deste fungicida. Segundo a
Associagio que retine os principais exportadores de sucos citricos do pais (CitrusBR), esta
decisio causou um enorme impacto ja que o Brasil destina cerca de 15% das suas 1,3 milhdes de
toneladas de suco de laranja aos EUA, onde 80% da bebida comercializada tem o suco brasileiro
em sua composicio'. A Tabela 1 apresenta algumas caracteristicas do MBC disponivel

. 2
comercialmente”.

Tabela 1. Caracteristicas do MBC em formulacéo comercial

Caracteristica do MBC

Nome quimico (IUPAC) methyl N-(1H-benzimidazol-2-yl)carbamate
Nome comercial Derosal 500 SC
Principio ativo Carbendazim
NF° registro no MAPA 1718491
Grupo quimico Benzimidazdlico
Outros nomes Mecarzole, Bavistin, Carbendazole, Medamine, Thicoper
Classe Toxicolc')gica3 III — Medianamente toxico
Classifica¢io ambiental III - Produto perigoso
Foérmula molecular CoHgN30;
Massa molecular 191,2 g.mol™!
o) CHj
H >—o/
Foérmula estrutural
/>—NH
N

! http://noticias.bol.uol.com.br/economia/2012/01/12/eua-suspendem-importacao-de-suco-de-laranja-de-todos-paises jhtm, acessada em
Abril 2012.

2 http://portal.anvisa.gov.br/wps/wem/connect/b17¢ca88047458b58951£d53fbc4c6735/c24.pdfMOD=-AJPERES, acessada em Maio 2012.

3 http://monographs.iarc.fr/ENG/Classification/, acessada em Maio 2012.
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O carbendazim ¢ um produto legalizado no Brasil e ¢ utilizado no combate de pragas
como a Guignardia citricarpa (pinta preta) (Figura 1) e Colletotrichum acutatum (estrelinha),

~ .4
que sio fungos comuns em lavouras de laranjas”.

-7

Entretanto, segundo a Food and Drug Administration
(FDA), agéncia norte-americana responsavel pela

fiscalizacio de alimentos e medicamentos, o consumo

ys Wolfgang

do fungicida esta associado a um aumento no risco de

tumores de figado e, por essa razio, a substincia é

http://www.ruralbr.com.br/imagesrc/15497989 ipg?w-

Fonte: Wlly:

proibida no pafs’. A Figura 2 mostra a histéria do caso  Figura 1. Pinta preta em laranja

carbendazim.
28/12/2011 04/01/2012 09/01/2012

] '] ] ]

i i i i >
Engarrafadora FDA informa que FDA anunciou que conduziria Nivel encontrado era
americana detecta tolerancia havia analises nos sucos importados, baixissimo e 100% seguro para
tragos de expirado em 2009 recusando carregamentos com consumo (conforme carta
carbendazim no (antes MRL era de mais de 10 ppb (limite de detecgio) enviada pelo FDA a JPA), mas
suco 500 ppb) —tanto para o suco concentrado mesmo assim foi considerado

(FCOJ) quanto para o ndo- ilegal pelo FDA por nao ter
concentrado (NFC) registro valido

Fonte: http://www fdli.org/docs/default-document-library/lohbauer---translated. pdf?stvrsn=0 (Acessada em: 12 jun 2012)

Figura 2. Histéria do caso carbendazim

A FDA enviou uma carta de esclarecimento a Associagio dos Produtos de Suco (JPA),
onde afirma que nio tinha a inten¢io de tomar medidas de remog¢io do suco de laranja no
comércio doméstico mesmo sabendo dos baixos niveis de carbendazim com base nos estudos
teitos pela U.S. Environmental Protection Agency (EPA). Trecho de um texto pela EPA pode

ser visualizado na Figura 3 a seguir.

4 Kupper, K. C.; Corréa, F. E.; de Azevedo, F. A.; da Silva, A. C. Sci. Hortic. v. 134, p. 139, 2012.
> http://www.fda.gov/downloads/Food/GuidanceR egulation/UCM292266.pdf, acessada em Maio 2012.

Avaliacio do Potencial Carcinogénico do Carbendazim e seus Metabdlitos

Renato César da Silva




Capitulo 1 - Introducio Dissertacio de Mestrado

The Environmental Protection Agency has conducted a preliminary risk assessment based
on the recent reports of carbendazim in orange juice. Based on that risk assessment, EPA

has concluded that consumption of orange juice with carbendazim at the low levels that
have been reported does not raise safety concerns.

Fonte: http://www fdli.org/docs/default-document-library/lohbauer---translated. pdf?stvrsn=0 (Acessada em: 12 jun 2012)

Figura 3. Trecho de um texto pela EPA

Neste texto, a EPA conduziu um estudo preliminar de andlise de risco baseado nos
relatorios recentes sobre o carbendazim no suco de laranja. Com base nesse estudo, o EPA
concluiu que o consumo de suco de laranja com os baixos niveis de carbendazim reportados nio
causa preocupagio quanto a seguran¢a do produto. Porém mesmo assim foi considerado ilegal
pelo FDA por nio apresentar registro valido. Como medida de preucagio, a FDA estd
realizando seus proprios testes de identificagio de carbendazim no suco de laranja importado,
nio permitindo em suas andlises carregamentos de sucos com mais de 10 ppb (partes por bilhio)

para carbendazim.

O fungicida MBC ¢ registrado no Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) para pulverizagio das culturas de citros, algodio, feijio, soja e trigo, além do
tratamento de sementes de algodio, feijao, milho e soja. No caso dos citros, o uso do produto
para controle da pinta preta foi suspenso no inicio de 2012 pelo Fundo de Defesa da Citricultura
(Fundecitrus), mantido por produtores e industrias, apds o embargo pelos EUA de 20
carregamentos de suco concentrado com niveis de carbendazim acima do mdximo tolerado pelas
autoridades norte-americanas’. A Figura 4 a seguir mostra a histria do caso carbendazim pela

CitrusBR e Fundecitrus.

o http://www.midianews.com.br/conteudo.php?sid=4&cid=173419, acessada em Maio 2012.
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16/01/2012 19/01/2012 a 26/01/2012 16/02/2012
L L L L L )
1 | | | |
CitrusBR e Agbes tomadas pela Apesar disso, a CitrusBR solicitou ao O FDA rejeitou as

Fundecitrus
(Fundo de Defesa
da Citricultura)
formam grupo de
trabalho técnico
para avaliar a
questio

CitrusBR:

(1) Remogao do
carbendazim da lista PIC —
Produgio Integrada dos
Citros e (2) Inclusao da lista
PIC atualizada no site da
CitrusBR e contratos de
compra da fruta

CitrusBR informou a
possibilidade de que
baixos niveis de
carbendazim
continuassem a ser
encontrados no suco

FDA um “enforcement
discretion para o
periodo de adaptagdo.
Também foi realizado
um estudo do impacto
econdémiceo do caso

por alguns meses apds carbendazim na

sua remocao da lista
PIC.

economia americana.

solicitagdes da
CitrusBR e desde 13
de janeiro barrou os
lotes de suco de
laranja com mais de
10 ppb de
carbendazim.

Fonte: http://www fdli.org/docs/default-document-library/lohbauer-—-translated. pdf?stvrsn=0 (Acessada em: 12 jun 2012)

Figura 4. Histdria do caso carbendazim pela CitrusBR e Fundecitrus

A Tabela 2 apresenta o limite mdximo residual para carbendazim em citros de acordo

com cada legislacio. A FDA informa que a tolerancia maxima para residuos de carbendazim em

citros até¢ 2009 admitia um valor de 500 ppb, onde no Brasil admitia cerca de 10 vezes mais o

seu valor. Jd em 2012, a FDA anuncia que conduziria anilises de sucos importados recusando

carregamentos com mais de 10 ppb como limite de deteccio para carbendazim em sucos

concentrados e diluidos.

Tabela 2. Regulamentacio do limite mdximo residual (MRL) em partes por bilhdo (ppb) para

carbendazim em citros

Legislagao |
Legislation

Codex Alimentarius

EU-27 | EU-27

Canada | Canada

Australia | Australia

Japéo | Japan

Brasil | Brazil

EUA ate 2009 | USA into 2009

Carbendazim encontrado no suco |
Carbendazim found in the juice

Nivel de carbendazim tolerado para
suco ja internalizado nos EUA |

L evel of carbendazim tolerated in the

MRL max. p/ carbendazim em citros |
Max. Carbendazim MRL allowed for citrus crops

1.000 ppb
200ppb
10.000 ppb
10.000 ppb*
3.000 ppb
5.000 ppb
500 ppb
35 ppb

OJ already internalized in the US

Limite de deteccio do FDA |

10 ppb

FDA limit for deteccion
* Até janeiro de 2012

Fonte: http://www fdli.org/docs/default-document-library/lohbauer-—-translated. pdf?stvrsn=0 (Acessada em: 12 jun 2012)
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O grande impacto que a questio Carbendazim causou foi a divulgacio da noticia do
fungicida no suco de laranja brasileiro pela midia norte americana (Figura 5), pegando muita

gente de surpresa, e exemplificou

citando o programa do Dr. Oz

out 0J?
Qbc NEWS

(nosso Drduzio Varela) de um

- Is Your Or > Juice Safe? Pt 1
canal de TV americana que gs n-ul range Juice Safe

]
21

N S—

sugeriu nio tomar suco que fosse

oriundo do Brasil, prejudicando de

forma geral o consumo de suco de

laranja nos EUA. Figura 5. Impacto na midia: Carbendazim no suco de laranja

A Figura 6 mostra o impacto das exporta¢des brasileiras de suco de laranja aos EUA.
Observamos nesta figura que no ano de 2012/2013 se tem uma estimativa da industria
considerando os efeitos do caso carbendazim, onde o numero de exportagdes varia de 70.000 a

100.000, um valor bem mais baixo do que os anos anteriores.

Exportagdes Brasileiras de Suco de Laranja - Estados Unidos
Brazilion Exports of Orange Juice to the USA

(em toneladas de FCOJ equivalente a 662 Brix)

61% dasimportagies (in tons of FCOJ equivalent to 66 Brix)
300,000

americanas | of US
imports
245.952 56% dasimportagdes
250,000 arreearas foed U5
imports 52% dasimportagies
americanas | of US
imports

54% das importagbes

americanas | of US
imports 184.785 A8% dasimportagbes

americanas | of US 153,527
146.149 imports
111.822 100.000
(est.)
T f ! I I

2007/2008  2008/2009 2009/2010  2010/2011 2011/2012  2012/2013*

* 2012/2013: tvas da indistria considerando efeitos do caso carbend | considering effects of the carbendazim issue.
Fonte | Source:Secex, FDOC

Fonte: http://www fdli.org/docs/default-document-library/lohbauer-—-translated. pdf?stvrsn=0 (Acessada em: 12 jun 2012)

Figura 6. Exporta¢des brasileiras de suco de laranja aos EUA
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A Figura 7 mostra a evolu¢io do consumo de bebidas sabor laranja nos EUA

EVOLUCAO DO CONSUMO DE BEBIDAS SABOR LARANIA NOS
ESTADOS UMIDOS
{em mil toneladas de FCOJ Equiv. 66°BRIX)

1.002 gog 951

i 894
mWOUTROS ** [ g2 | — E 826 851 g5 o0
' il 2 =2

WREFRESCO
{10%)*

< 298
MECTAR [99%- 861 854  gpq
10%) * 762 715 730 gmgs gis

SUCO (100%)

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

* Percentagem de suco na bebida

** |Inclui suco de laranja wtilizado ermn mix de frutas e suco de laranja congelado, ndo-pronto
para beber

Fonte: Markestrat a partir de dados Tetra Pak e Euromonitor

Fonte: http://www fdli.org/docs/default-document-library/lohbauer---translated. pdf?stvrsn=0 (Acessada em: 12 jun 2012)

Figura 7. Evolug¢io do consumo de bebidas sabor laranja nos EUA

A Figura 8 mostra as vendas de suco de laranja no varejo americano em milhdes de
galdes. Verificamos nesta figura que no ano de 2011/2012 se tem um consumo pouco e declinio

ripido no numero de vendas em rela¢io aos anos anteriores.

55,00 -

5“3331 al=2011/12 =@=2010/11 =E=2009/10 =ge=2008/09 =¢=2007/08

53,00 -

51,00

49,00 4
47,00 46,31
4543 45564 45,69
45,00
43,00 4

41,00

35,00

Fonte: Foodnews | Source: Foodnews

1galdo = 3,785 litros 18,23

38,58

3845
37,00 - 38,27 :

35,00

& @f £ S e&“‘”& &

Fonte: http://www fdli.org/docs/default-document-library/lohbauer---translated. pdf?stvrsn=0 (Acessada em: 12 jun 2012)

Figura 8. Vendas de suco de laranja no varejo americano em milhdes de galGes
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Em setembro de 2013, o Ministério Publico Federal no Distrito Federal (MPF/DF)
entrou com ac¢do na Justica para suspender o registro de agrotdxicos formulados com
carbendazim no Brasil, onde argumenta que o fungicida ¢ proibido nos EUA e faz parte do
programa de revisio de substancias da Unido Europeia (UE). Segundo o MPF/DF, a proibi¢io
do uso do fungicida deve ser adotada até que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA) conclua o processo de reavaliagio da toxicidade do principio ativo. A dltima
avaliacio do ingrediente foi realizada pela ANVISA em 2002. Desde entio, centenas de novas
pesquisas apontaram riscos na ingestio do produto, que pode causar danos aos sistemas

L e 7
enddcrino, hepdtico e reprodutor’.

Segundo as especificacdes da ANVISA em 2002° e da EPA9, o carbendazim é um
fungicida de classe toxicologica III, considerado de toxicidade média. Um dos fatores que
constitui a esséncia para a avaliagio toxicoldgica de um fungicida é a sua Dose Letal (DL50),
sendo a mais preocupante a aguda oral (variando entre 1-500 mg kg™'). A DL50 é definida como
a dose que causou/causa a morte de 50% da populagio em estudo. Esta dose geralmente é
expressa em fun¢do da massa do agente téxico inoculado (mg) por unidade de massa corpérea da
espécie em estudo (kg). Os testes toxicoldgicos sio realizados em camundongos ou cobaias e
extrapolados para seres humanos, ji que as rea¢des comportamentais s3o extremamente parecidas
com a sensibilidade dos organismos humanos. A DL50 para o carbendazim em ratos

administrado por via oral & de 6400 mg kg™' por peso do animal'’

7 http://www.prdf.mpf.mp br/imprensa/18-09-2013-mpf-df-quer-suspender-registro-de-agrotoxicos-com-carbendazim-no-brasil, acessada

em Novembro 2013.

® Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitéria. [ndice Monogréfico: Carbendazim. Brasflia, Brasil, 2008. Disponivel em: <http://www#.anvisa.go
v.br/base/visadoc/CP/CP[20903-1-0].PDF>, acessada em Junho 2012.

’U. S. Environmental Protection Agency. Fungicida Carbendazim. Washington, 2012. Disponivel em: <www.epa.gov/pesticides/factsheets/
chemicals/carbendazim_ra.pdf>, acessada em Julho 2012.

' Michael, A.; Irene, A.; Em Handbook of Preservatives. Taft, A., ed.; Synapse Info Resources: New York, p. 319, 2004.
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Em conformidade com a tabela toxicologica da EPA, o MBC ¢ considerado do grupo C,
classificado como possivel carcinégeno em humanos. Pesquisas experimentais relatam a

N . 9
formacio de neoplasias hepatocelulares em fémeas de camudongos’.

A absor¢io do MBC pelas plantas ocorre facilmente através das raizes, sementes ou
folhas, sendo posteriormente transferido para a planta inteira''. O tempo de meia vida do MBC
no meio ambiente é relativamente alto, em torno de dois meses em condi¢des aerdbias e vinte e
cinco meses sob condicdes anaerdbias'? Por conta disso, sua degradac¢io ¢ considerada lenta, o
que torna o MBC um composto quimicamente estavel. Contudo, na presenca de luz
(fotodegradagio) e variagdes de temperatura e pH, sua estabilidade ¢é afetada, como por
exemplo, em meio alcalino e na presenc¢a de oxigénio torna-se mais instdvel e sua degradacio é
acelerada. Na temperatura ambiente o MBC possui baixa solubilidade em dgua, ja em
temperaturas maiores que 25°C passa a ser soltivel . Portanto, este é um dos fatores que leva o
carbendazim a ser encontrado no meio ambiente na forma de residuos. Os produtos formados a
partir do processo de degradacio do MBC dependem do meio onde ocorre a degradagio. A
forma como ¢ absorvido e/ou eliminado muda conforme o ambiente em que sofreu a

decomposi¢io, se em animais, plantas ou solo.

A rota metabdlica do MBC ji foi estudada em diversas espécies de animais, tais como:
galinhas, ratos, camundongos, coelhos, cachorros, ovelhas, vacas, e em plantas e solos. Estudos
com ratos revelam que o MBC ¢ bem absorvido quando administrados por via oral cerca de 80 a

. . . . 14
85%, sendo posteriormente metabolizado em diversos compostos dentro do organismo

""Huebra, M. J. G.; et al. Fresenius J. Anal, Chem. v. 367, p. 474, 2000.

"2 Escalada, J. P_; Pajares, A.; Gianotti, ].; Massad, W. A.; Bertolotti, S.; Amat-Guerri, F.; Garcia, N. A. Chemosphere. v. 65, p. 237, 2006.
3 Lee, J.; Hong, W.; Yao, W ; Mark, G.; Steve, D. W. J. Pharm. Sci. v. 92, p. 161, 2003.

H Muthuviveganandavel V.; Muthuraman P.; Muthu S.; Stikumar K.; /. Toxicol. Sci. v. 33, p. 25, 2008.
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Durante o processo metabélico do carbendazim em ratos (Figura 9), a principal reacio
quimica que ocorre ¢ a hidroxila¢io, fornecendo como principais metabdlitos: o 5-hidroxi-2-
benzimidazole-carbamato (5-HBC) encontrado na urina e fezes de ratos machos; o 2-
metoxicarbonil-amino-1H-benzimidazol-5-il-(sulfato de hidrogénio) (5-HBC-S); ¢ o 5,6-
hidroxi-2-benzimidazole-carbamato-N-dxido (5,6-HOBC-N-6xido) encontrado nas excretas

de ratos fémeas.

"> Monson K. D.; Metabolism of [phenyl(U)-14C]carbendazim in rats, 1990. Disponivel em: <http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/eh
¢149 htm>, acessada em Julho 2012.
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Figura 9. Rota metabdlica do carbendazim em ratos (Adaptado de Monson, 1990)15
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Como metabdlitos secunddrios temos o metil-2-benzimidazole-carbamato-5,6-diol
(MBC-5,6-DIOL) que pode se metabolizar a 6-hidroxi-2-metoxicarbonil-amino-1H-
benzimidazol-5-1l-5-(sulfato de hidrogénio) (5,6-DHBC-S) e 6-hidroxi-2-metoxicarbonil-
amino-1H-benzimidazol-5-il-B—D-dcido glucopiranosiduronico (5,6-DHBC-G) nas formas
conjugadas sulfatadas e glucuronizadas, respectivamente. Pesquisas descrevem que os
metabdlitos secundirios citados anteriormente s3o excretados de forma rdpida por meio da urina

16
em ratos machos e fémeas

A intoxicac¢do por carbendazim é passivel de ocorrer através da ingestdo de alimentos tais
como: feijio, arroz, trigo, soja, citros onde geralmente & aplicado esse fungicida®. Os
trabalhadores rurais aplicadores diretos do carbendazim nas planta¢des, sofrem maiores riscos de
exposi¢do e intoxica¢do. Desse modo, para o Poder Pablico conceder satisfatoriamente o direito
a saide humana com alimentos seguros e sauddveis, a toxicidade do principio ativo carbendazim
necessita passar por um processo de reavaliacio pela ANVISA. Considerando a problematica
toxicidade do carbendazim e seus metabdlitos aos efeitos mutagénicos, a causalidade deve ser
estudada utilizando-se o maior numero possivel de informacdes, tanto qualitativas como
quantitativas. A modelagem quimica computacional que estuda dentre os muitos possiveis
temas, como exemplo, a intera¢io de espécies quimicas com o DNA, enzimas e proteinas estd
cada vez mais em evidéncia e oferece uma opgio viavel por ser as vezes de baixo custo e
informar rapidamente sobre parametros que podem ser correlacionados com o potencial
carcinogénico de substancias quimicas. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi caracterizar o
potencial carcinogénico do carbendazim e seus metabdlitos através de uma analise estatistica de

parametros eletronicos obtidos por calculos precisos de quimica quantica.

“Yu, G.; Guo, Q.; Xie, L.; Liu, Y.; Wang, X. Effects. Toxicol. Ind. Health. v. 25, p. 41, 2009.
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1.2 Estudo da carcinogénese quimica

O cancer ¢ uma das doengas que mais causa mortes em todo mundo, tendo o seu
ntmero de casos aumentado bastante nos Gltimos anos'’. Entretanto, neste trabalho, procuramos
abordar o problema de uma forma mais ampla e, sobretudo, analisando o processo da génese do
cAncer causado por agentes quimicos'”'®. CAncer é o nome dado a um conjunto de mais de uma
centena de doengas que tém em comum o crescimento desordenado de células que invadem os
tecidos e érgios, podendo espalhar-se (metdstase) para outras regides do corpo'”. O processo da
carcinogénese quimica em geral se dd muito lentamente, podendo levar varios anos para que
uma célula cancerosa prolifere e dé origem a um tumor visivel. Esse processo passa por trés

estagios (Tabela 3) antes de chegar a forma¢io do tumor.

Tabela 3. Estdgios da carcinogénese quimica

Estagio As células

L Sofrem ag¢do de agentes cancerigenos que provocam
1-Iniciag¢do 4 .
modificagdes em alguns de seus genes

Geneticamente alteradas, sofrem o efeito de agentes
2-Promogio chamados oncopromotores. Sio transformadas em células

malignas, de forma lenta e gradual

. Geneticamente alteradas se multiplicam de forma
3-Progressio . ,
descontrolada e irreversivel

Em nivel citolégico, uma célula normal pode sofrer alteracdes no DNA dos genes,

causando a chamada mutagido genética. As células cujos materiais genéticos foram alterados

" Ladik, J.; Forner, W. Em The Beginnings of Cancer in the Cell. Springer-Verlag: Berlin, 1994.
'8 Miller, E. C. Cancer Res. v. 38, p. 1479, 1978.

YINCA. Disponivel em: <http://www1.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=322>, acessada em Maio 2013.
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passam a receber instrucdes erradas para suas atividades, comportando-se entio de forma
anormal, multiplicando-se de maneira descontrolada, mais rapidamente do que as células
normais do tecido a sua volta, invadindo-o. O acumulo dessas células formam tumores
malignos. As células cancerosas so, geralmente, menos especializadas nas suas fun¢des do que as
normais. Conforme as células cancerosas vao substituindo as normais, os tecidos invadidos vio

perdendo suas funcdes (Figura 10)*.

Cétula normal Célula cancerosa Multiplicagdo descontrolada das células alteradas Acumulo de células cancerosas
4's
! { % Z
| | LR AR
|| 2 3
| Ry / o 8le &
) 4 i
° {
- - » € P

Agente Cancerigeno

Figura 10. Representacio da Carcinogénese

A maioria dos casos de cancer (80%) estd relacionada ao

_ FUMAR CAUSA_
CANCER DE PULMAO.

meio ambiente” . O consumo de cigarros, por exemplo, é uma das
mais devastadoras causas evitdvel de doencas e mortes prematuras.
A Organiza¢io Mundial da Satde (OMS) registra mais de 60 mil
pesquisas comprovando a relagio causal entre o uso do cigarro e

doengas graves como cancer de pulmio (90% dos casos) (Figura

080 708 733

Figura 11. Ministério da

Fonte: http://img.terra.com.br/i/2003/10/22/82596_ga.jpg

11), enfisema pulmonar (80%), infarto do miocdrdio (25%),

. N 22
bronquite cronica e derrame cerebral (40%)™. .
Satde adverte: Fumar causa

cancer de pulmio

2 INCA. Disponivel em: <http://www1.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=318>, acessada em Mar¢o 2013.
*' INCA. Disponivel em: <http://www1 inca.gov.br/conteudo_view.asp?id-13>, acessada em Agosto 2013.
2 FUMO comeca na idade escolar. Folha de S. Paulo, Sio Paulo, 25 abr. 2000, p. 3-1.
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Alguns alimentos contém niveis consideraveis de agentes cancerigenos. Por exemplo, os
nitratos e nitritos usados como conservantes de alguns tipos de alimentos, como picles, salsichas
e alguns tipos de enlatados, se transformam em nitrosaminas no estomago. As nitrosaminas, que
tém ac¢do carcinogénica potente, sio responsaveis pelos altos indices de cancer de estdmago
observados em populacdes que possuem uma dieta rica destes tipos de alimentos™. As

nitrosaminas serio abordadas neste trabalho.

Os defumados e os churrascos sio impregnados pelo alcatrio proveniente da fumaca do
carvio, o mesmo encontrado na fumagca do cigarro e que tem ag¢do carcinogénica. A presenca de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) nestas fumagas ¢ também um fator de extrema
importancia na indu¢io da carcinogénese. O benzopireno ¢ um destes hidrocarbonetos
estudados neste trabalho. Outro grave problema esta relacionado ao fato de que, quando grios e
cereais sio armazenados em locais inadequados e Uimidos, eles podem ser contaminados por
fungos. Um exemplo ¢ o Aspergillus Flavus, o qual produz a Aflatoxina, substancia altamente
cancerigena estudada aqui neste trabalho. Essa toxina, juntamente com o virus da Hepatite-B,

‘ - : A 24
estd relacionada ao desenvolvimento de cancer de figado™.

No Brasil é observado que os tipos de cancer que se relacionam aos hibitos alimentares
estio entre as seis primeiras causas de mortalidade por esta doenca™. Em diversas regides do pafs,
o perfil de consumo de alimentos que contém fatores de protecio estd abaixo do
recomendado™. A ingestio de substincias quimicas com potencial carcinogénico é um dos
fatores responsaveis pela forma¢io do tumor maligno, devido os agentes carcinogénicos serem
capazes de realizar alteragdes no material genético celular (DNA), favorecendo a formagio de

células cancerigenas, ou seja, células neopldsicas malignas.

ZINCA. Disponivel em: <http://www1.inca.gov.br/conteudo_view.asp?ID=18>, acessada em Dezembro 2013.

* hetp://www .uscs.edu.br/cipa/dicas php?ide-41, acessada em Julho 2013.
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Em rela¢io a medicamentos, apesar da valiosa contribui¢io para o controle de muitas

doengas, a incorporagio destes a pratica médica produz efeitos indesejavels, entre os quais a
s A 14 A - . .
carcinogénese. Um exemplo ¢ o uso de estrogénios conjugados para o tratamento dos sintomas
da menopausa no qual sio correlacionados com uma maior ocorréncia do cancer do
endométrio, e alguns estudos relacionam o cancer de mama com o uso prolongado de
.23 ; . N , .

contraceptivos™. Outro problema é o grande namero de substincias quimicas usadas na
industria e na agricultura que constituem um fator de risco de cancer em trabalhadores de virias

~ ~ A . R
ocupagdes. S3o raros os casos de cancer que se devem exclusivamente a fatores hereditarios,

-1 4 . 7. - A 25
familiares e étnicos, apesar de o fator genético exercer um importante papel na oncogénese

E importante ressaltar que além dos chamados carcinégenos quimicos (enfocados neste
trabalho), que sdo substancias que induzem direta (reagem diretamente com o material genético
sem necessitar de qualquer tipo de rea¢io enzimitica) ou indiretamente (nio reagem
diretamente com o material genético, antes passando por um processo metabdlico)* a
carcinogénese (carcinogénese quimica), existem outras possibilidades de induc¢io. As radiacdes
ultravioletas (UV), raios gama (y), raios-X, particulas radioativas e alguns tipos de virus
apresentam esta caracteristica indutora da carcinogénese. A maioria dos carcinégenos quimicos
sofre processo de metabolismo para entdo formar o chamado carcindgeno efetivo (Gltimo), este
se liga covalentemente ao DNA resultando nos adutos, denominado o produto responsavel pela
formacio do cAncer”’. Carcinégenos quimicos sio substncias quimicas mutag@nicas capazes de
induzir alteracdes nas células somiticas tendo como consequéncias a formagio de tumores

malignos.

 http://www.portaleducacao.com.br/educacao/artigos/8181/oncogenese, acessada em Agosto 2013.
% Ledo, M. B. C.; Pavio, A. C. J. Mol. Structure. v. 593, p. 297, 2001.
z Andreas, L. Nature Reviews, v. 5, p. 113, 2005.
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Em 1966 James Miller e Elizabeth Miller (Figura 12) foram os primeiros a estudar os

. . . . 28
mecanismos envolvidos durante a carcinogénese quimica

Figura 12. James e Elizabeth Miller

Estes pesquisadores descobriram a importancia da ativagio metabdlica na formagio dos
adutos covalentes envolvendo macromoléculas como 4cido nucléicos e proteinas. Elizabeth
Miller e James Miller descobriram em suas pesquisas que uma substancia quimica carcinogénica
¢ um reagente eletrofilico ou serd metabolizado a um, onde estes exercem efeitos bioldgicos por
intera¢des intramoleculares do tipo covalente com macromoléculas como DNA, RNA ou

s 28
protelnas

A informag¢io genética estd contida em moléculas gigantes chamadas 4cido

desoxirribonucleico (DNA) localizadas no nucleo de células eucariontes. Esta macromolécula

17,29

que contém locais ricos em elétrons ¢ responsavel pelas informag¢des utilizadas na sintese de

proteinas necessarias ao funcionamento celular. Quatro bases nucleotidicas, adenina (A), guanina
G), citosina (C) e timina (T) codificam estas informag¢des. A guanina, base nitrogenada do
) 5 ’

. . .30
DNA, ¢ a mais suscetivel ao ataque do carcinégeno quimico

* Miller, E. C.; Miller, J. A. Cancer. v. 47, p. 1055, 1981.
* Blackburn, G. M.; Gait, M. J. Em Nucleic Acids in Chemistry and Biology. Oxford University Press: Oxford, 1996.
¥ Ledo, M. C. B.; Longo, R. L; Pavio, A. C. J. Mol. Structure. v. 490, p. 145, 1999.
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Cada uma dessas bases ¢ ligada a um fragmento de agticar (pentose), que sio conectados
entre si por meio de grupos fosfatos, formando o que chamamos de nucleotideos. As bases s3o
divididas em pirimidicas (monociclicas), exemplo: citosina, timina; e em puricas (biciclicas),

exemplo: adenina e guanina (Figura 13).

Adenina
6 OH FN
\P/ N NH,
7 o 0 = \
6\ N X N
Q
Ve
/F’
O/ FN Guanina
N 0
0 0 «
N
6 A
-
/ P MH

MH
2
—
KYNHZ
0 0 N / Citosina
N
3 r

A 0

P CH

P 3
o 2
— o
o o N
MNH
Timina
(o]

Figura 13. Estrutura primdria do DNA
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CAPITULO 2

Fonte: http://www.infonet.com.br/economia/ler.asp?id=115135

OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

Investigar os riscos de carcinogénese quimica do carbendazim, metabdlitos e

outros fungicidas utilizados na fruticultura brasileira.

2.2 Objetivos especificos

e Utilizar parimetros energéticos e eletronicos obtidos através de calculos
computacionais utilizando métodos semi-empirico (AM1) e da Teoria do
Funcional da Densidade (DFT) com a finalidade de investigar o potencial

carcinogénico do carbendazim e seus metabdlitos;

e Realizar um tratamento estatistico multivariado, a anilise de componentes
principais (ACP), para avaliar a influéncia dos parametros energéticos e

eletronicos na atividade carcinogénica do carbendazim e seus metabolitos;

e Aplicar o modelo ripido e eficiente desenvolvido por Pavio e Leio para

previsdo do risco de carcinogénese quimica.
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Teoria RVB
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3.1 Teoria RVB

A teoria da ressonancia ndo-sincronizada das ligagdes covalentes (RVB) descreve a
formacio de liga¢Ges quimicas através da transferéncia de elétrons, sendo aplicada com sucesso a

30-36

uma variedade de casos e fenOomenos distintos Originalmente desenvolvida por Linus

Pauling para explicar as propriedades de metais e ligas’', ela contempla ainda a

26,30,34

.. 32 . 33 . A ’ . . . ~
supercondutividade™, magnetismo™, carcinogénese quimica , mecanismo de interacio de

metais, ligas e compostos intermetalicos, condutividade

’

moléculas com superficies metdlicas®
elétrica e reacdes quimicas em geral. A RVB oferece uma descri¢io simples das forcas
interatdmicas em metais ¢ mostra que a ligacio metdlica estd diretamente relacionada a ligacio
covalente comum (emparelhamento de elétrons). No metal, todos ou a maioria dos elétrons
externos dos dtomos, incluindo os elétrons d no caso dos metais de transicio (e nio apenas os
elétrons s), tomam parte na formacio da ligagio. Os elétrons de cada dtomo estio envolvidos
com aqueles dos dtomos vizinhos numa intera¢io que pode ser descrita pela forma¢io de uma
ligacio covalente, sendo que as ligacGes sio ressonantes entre as posi¢des disponiveis. Para a
ocorréncia de ressonancia ndo-sincronizada entre as ligacdes quimicas, Pauling introduziu o
conceito de orbital metdlico. Através de cilculo ab initio VB (valence bond), ja se observa a

importincia do orbital metélico e o cardter covalente da ligacio metal-metal®®.

Para uma simples exposicio do conceito de ressonincia nio-sincronizada, podemos
utilizar o exemplo da transferéncia de ligagdo em um cristal de litio. Pauling destaca que mais

importante do que a ressonancia sincronizada para a estabilidade do cristal ¢ a ressonancia nio-

*' Pauling, L. /. Solid State Chem. v. 54, p. 297, 1984,

* Pauling, L. Proc. Natl. Acad. Sci.v. 88, p. 9208, 1991.

» Pauling, L. Proc. Natl. Acad. Sci. v. 39, p. 551, 1953.

* Ledo, M. B. C.; Pavio, A. C. Int. J. Quantum Chem. v. 62, p. 323, 1997.

» Ferreira, J. V.; Pavio, A. C. Surf Sci. v. 602, p. 1964, 2008.

3 Mohallem, J. R.; Vianna, R. O.; Quintio, A. D.; Pavio, A. C.; McWeeny, R. Z. Phys. D.v. 42, p. 135, 1997.
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sincronizada (Figura 14), onde a transferéncia de ligagio quimica leva a uma separagio de cargas
e, portanto a um estado condutor, como corresponde ao metal litio. Na ressonancia nio-
sincronizada apenas uma ligacio ¢ transferida, resultando na transferéncia de elétron de um

atomo para outro.
Li — Li Li Li
Li — Li Li~ Li

Figura 14. Ressonincia nio-sincronizada

Na ressonancia sincronizada (Figura 15) ndo ocorre a separagio de cargas, o que
corresponde a descri¢gio de um estado isolante do cristal. Esta ressonincia ¢ equivalente aquela

observada no benzeno onde uma ligagio ¢ transferida sincronizadamente com outra.

Li — Li Li L
= |
Li — Li Li L

Figura 15. Ressonincia sincronizada

/4

E intrigante o fato de que Pauling, embora tenha explicitado essas duas ressonancias em
sua formulagio original da teoria da ressondncia e tenha utilizado a ndo-sincronizada para
explicar diversos fendmenos, somente a ressonancia sincronizada € que se popularizou entre os

quimicos.

Um ponto central no estudo da carcinogénese quimica ¢ entender como atua o
carcinégeno no organismo. O carcinégeno pode formar uma ligacio quimica com o DNA,
RNA e protefnas. Baseado entio, no fato que carcindgenos sio eletréfilos e formam ligagdes

covalentes com as bases do DNA, podemos utilizar a RVB de Pauling’' para descrever
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esta intera¢io. A vantagem da utilizacio da RVB no problema da carcinogénese quimica é que,
como veremos na proxima se¢do, esta Teoria permite racionalizar a formagio da ligagio

covalente do carcindgeno com o DNA em termos das propriedades de moléculas isoladas.

3.2 Teoria RVB da interacao carcindgeno-DNA

Para explicar a interacio entre o carcinégeno e o DNA utilizamos o modelo
desenvolvido por Pavio e Leio que combina os principios da Teoria do Orbital Molecular de
Fronteira (FMO) e da RVB associados com cdlculos de orbitais moleculares. A formagio da
ligacdo entre o carcinégeno e o DNA ¢ tratada como sendo uma reagio de transferéncia de
elétron ocorrendo entre orbitais de fronteira. Ou seja, a transferéncia de um elétron do orbital
molecular ocupado de maior energia (HOMO) do DNA para o orbital molecular desocupado
de mais baixa energia (LUMO) do carcinégeno (Figura 16) pode ser descrita como uma
ressonancia ndo-sincronizada envolvendo a transferéncia de uma ligagio do DNA para o
carcinégeno’. Esta interacio serd mais efetiva 3 medida que a energia do HOMO do DNA

. . : .y . 37,38
estiver mais proxima da energia do LUMO do carcindgeno interagente””

7 Dewar, M. J. S. J. Mol. Structure. v. 200, p. 301, 1989.
*¥ Flemming, 1. Em Fronteir Orbitals and Organic Chemical R eactions. John Wiley: New York, 1976.
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ENERGIA

LUMO

=
»
/

DNA
GUANINA

CARCINOGENO

Figura 16. Transferéncia de elétron do DNA/Guanina para o carcinégeno por meio dos orbitais de
fronteira HOMO-LUMO

A transferéncia de elétron ocorre de algum centro nucleofilico do DNA, no caso da
Figura 16 nos referimos a guanina, para o carcinégeno, um eletréfilo. Dentre as bases
nitrogenadas do DNA, a guanina é a que apresenta o menor valor para a energia de ionizagio

(alta energia para 0o HOMO), fato que justifica a preferéncia dos carcinégenos por esta base™*”

E importante também salientar que quanto mais baixa for a energia do LUMO de uma
substancia, maior serd o seu carater eletrofilico, com grande afinidade eletronica, o que ¢é
explicado pela facilidade energética do LUMO em receber elétrons. Em contrapartida, as

substancias nucleofilicas deverdo possuir uma alta energia do HOMO, apresentando uma grande

facilidade energética em doar elétrons.

¥ Ledo, M. B. C.; Pavio, A. C.; Espinoza, V. A. A.; Taft, C. A;; Bulnes, E. P. J. Mol Structure. v. 710, p. 129, 2005, e referéncias  dos

autores aqui citadas.
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A Figura 17 ilustra a transferéncia de elétron através da transferéncia da ligagdo covalente,
ou seja, a mudanca de posi¢io da ligagio covalente do DNA para o carcindgeno, explicada pela
teoria RVB. Neste modelo de interagio ocorre a formac¢io de uma ligagio covalente entre as

o 36
duas espécies formando um complexo™.

COMPLEXO
CARCINOGENO CARCINOGENO — DNA
c—C Cc—C
| /....; I
B e —xB B B

Figura 17. Ressonincia nio-sincronizada: C representa a espécie carcinogénica e B a base do DNA

Para que ocorra a transferéncia de elétron é necessirio que a espécie que vai receber o
elétron possua um orbital vazio para receber este elétron. E o que Pauling denomina de orbital

metdlico. Sua func¢io é receber o elétron para que ocorra a formacio da nova ligacio quimica.

Com base na teoria dos orbitais de fronteira e da teoria da ressonincia ndo-sincronizada
das ligagcdes covalentes, devemos esperar que o substrato (DNA, RINA, proteinas) possua uma
energia do HOMO em uma faixa relativamente proxima a do LUMO do agente cancerigeno
para que a reacio de transferéncia de elétrons entre eles aconteca com um pequeno “gap”
energético. Ou seja, quanto menor for a diferenga entre as energias do LUMO do carcinégeno
e o HOMO do DNA, maior a possibilidade de intera¢io entre as duas moléculas. Em nosso
trabalho, representaremos esta energia de interacio por AE; . Assim, neste modelo o DNA age
como um doador de elétrons e as substancias carcinogénicas ou seus metabolitos sdo substancias
receptoras de elétrons. Diante disso é preciso analisar propriedades eletronicas que fornegam

informagdes a respeito da capacidade eletrofilica das substancias.
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Fundamentalmente a andlise deve ser concentrada na observa¢io da energia do LUMO,
pois ¢ através deste orbital que o agente cancerigeno, funcionando como um receptor devera

interagir com o DNA em uma reac¢do de transferéncia de elétrons.

3.3 Fatores que caracterizam a interacio DNA-Carcindgeno

O potencial carcinogénico do carbendazim e metabdlitos foi aqui estudado tomando

A . r_. .. . A -
como referéncia os estudos prévios que descrevem com sucesso a atividade carcinogénica de
diversos  compostos, tais como  aflatoxinas,  diclorodifeniltricloroetano  (DDT),
dimetilnitrosamina, benzopirenos, uma variedade de pesticidas e a atividade protetora de

39

. .. . . 39 4()
substancias antioxidantes (vitamina C e resveratrol) contra o cancer’ " Todos estes estudos

utilizard a mesma metodologia empregada em nossa pesquisa. Este modelo reproduz

: ~ ~ . - 18,41
satisfatoriamente as observagdes experimentais .

As substancias carcinogénicas no organismo podem sofrer uma série de transformacdes
metabdlicas. Assim, uma substincia nio necessariamente ird interagir com o substrato sob a
forma inicial de absor¢io. O responsavel pela indu¢io do cancer ¢ o chamado carcindgeno
ultimo (carcindgeno efetivo), o qual interage com o substrato celular. Porém nem todos os
carcindgenos irdo requerer metabolismo intracelular, sio os chamados agentes alquilantes
diretos. Elizabeth C. Miller propde que o mecanismo de a¢do dos carcinégenos baseia-se no
processo de intera¢io do dltimo metabdlito (carcindgeno efetivo) eletrofilico com os sitios

nucleofilicos de DNA, RNA e proteinas.

* Bedor, C. N. G.; Pavio, A. C.; Rego, M. A. V.; Augusto, L. G. S.; Em Vulnerabilidades socioambientais associadas ao uso de agrotéxicos
na fruticultura do semidrido pernambucano: indicadores precoces de carcinogénese. Augusto, L. G. S., ed.; Sadde do Trabalhador e
Sustentabilidade do Desenvolvimento Humano Local — Ensaios em Pernambuco: Recife/UFPE, p. 147, 2009.

' Miller, E. C. Cancer Res. v. 11, p. 100, 1951.
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Elizabeth Miller demonstrou que no processo de hepatocarcinogénese ocorria a

41,42 o
™. Depois disso ela

formacio de uma ligagio covalente entre azocarcinogénicos e proteinas
observou a interacio covalente entre o benzopireno e seus metabdlitos com protefnas® . Existem
também outros trabalhos que demonstram esta interagio do carcinégeno com o DNA, RNA e
protefnas***, evidenciando a utilidade da RVB na descri¢io da formacio desta ligacio quimica.
Entretanto, para que este processo se concretize é preciso levar em consideragio outros fatores.
Neste trabalho, além da diferenca entre as energias de intera¢io (AE;_y) do LUMO (espécie a ser
analisada) pelo HOMO da base do DNA (guanina), tal como requer a teoria RVB,

consideramos também a atracio eletrostitica entre os sitios de interacio, o momento de dipolo,

o coeficiente de parti¢do, além da afinidade eletronica do carcindgeno.

A afinidade eletronica, (EA), de uma molécula ¢ calculada segundo a Equagio 1,

EA - Et(neutra) - Et(énion) (1)

onde Eneumy ¢ a energia total da molécula neutra e Egganiony ¢ a energia total da molécula
anidnica, estando ambas com suas geometrias otimizadas. Esta ¢ denominada afinidade
eletronica adiabatica. Este procedimento é mais realista do que simplesmente usar o Teorema de
Koopmans (-LUMO) ou calcular EA vertical que utiliza apenas a geometria da molécula neutra
otimizada®®. Quanto maior for o valor da afinidade eletrdnica, maior serd a atividade
carcinogénica da espécie, indicando a facilidade em receber elétrons. A atragdo eletrostatica (Aq)
¢ calculada pela diferenca de carga do dtomo mais positivo do carcinégeno e a carga negativa do

oxigénio (O16) da guanina, que ¢ o sitio de interacio no DNA. Este parametro ¢ um

* Norinder, U. J. Mol. Structure. v. 151, p. 259, 1987,

 Lowdin, P. Int. J. Quantum Chem. v. 16, p. 219, 1989.

# Mishra, P. C. J. Mol. Structure. v. 195, p. 201, 1989.

45 Rienstra-Kiracofe, J. C.; Tschumper, G. S.; Schaefer, H. F. Chem. Rev. v. 102, p. 231-282, 2002.
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indicador da facilidade de aproximacio do agente eletrofilico e o DNA para a transferéncia do
elétron. Quanto maior for esta diferenca, maior sera a atra¢io eletrostatica DNA-Carcindgeno.
O momento de dipolo elétrico (u) e o logaritmo do coeficiente de parti¢io (LogP) do
carcinégeno sio utilizados para a caracteriza¢io da permeabilidade da membrana celular para a
passagem do carcinégeno. Com baixo valor para o momento dipolo do carcindégeno podemos
avaliar sua intera¢io com as membranas lipidicas do organismo (que possuem baixo grau de
polaridade). Compostos de mesma polaridade tendem a interagir melhor entre si. O LogP ¢é
utilizado como parametro hidrofébico para descrever a razio das concentragdes do composto
em dois meios liquidos imisciveis em equilibrio (octanol/dgua), ou seja, expressa a relagio entre a
solubilidade do composto em meio lipidico e em meio aquoso. Quanto maior o valor do LogP
da substancia, maior sua solubilidade em meio lipidico, tendo assim uma melhor afinidade com a
regiio hidrofébica da membrana. Estes parametros (AE; i, EA, Aq, pue LogP) foram obtidos
através de cdlculos semi-empiricos AM1 e DFT, e posteriormente incluidos numa andlise

estatistica. Estes métodos sdo descritos nos proximos capitulos.
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Meétodos

Computacionais

Erwin Schrodinger
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3.4 Métodos Computacionais

A quimica computacional tem sido aplicada como ferramenta de pesquisa em diversas
areas da ciéncia. Em nosso grupo de pesquisa, os métodos computacionais tém sido de grande
importancia para explicar problemas de carcinogenicidade quimica, quimica medicinal,
supercondutividade, magnetismo, investigacio das particulas elementares, etc. Nesta se¢io
descreveremos sobre os métodos computacionais do tipo Hartree-Fock, com uma abordagem
especial sobre os métodos semi-empiricos e énfase no método AM1, que foi o utilizado para o

desenvolvimento desta pesquisa.
3.4.1 Método Hartree-Fock

Os métodos de quimica quantica buscam a obten¢io de propriedades moleculares através

da resolu¢io da equagio de Schrodinger independente do tempo, segundo a Equagio 2:
AY - EY )

onde H é o operador hamiltoniano, ¥ é a fun¢io de onda que caracteriza o movimento de uma
particula e a partir da qual se podem derivar vérias propriedades desta particula, e E corresponde
A energia total desejada do sistema (nticleos e elétrons)**. A funcio de onda, segundo um dos
postulados fundamentais da mecanica quantica, descreve completamente o estado de um sistema
em func¢io das coordenadas espaciais das particulas que o compdem e do tempo (este dltimo

pode ser desconsiderado se ndo houver interesse nas mudangas do sistema com o tempo).

* Mahan, B. M.; Myers, R. J. Quimica: um curso universitirio. 4 ed. Araki, T. K.; Matsumoto, F. M., eds.; Edgard Bliicher: Sio Paulo, p.
272,1998.

¥ Atkins, P_; de Paula, J. Fisico-quimica. 8 ed. da Silva, T. E. C.; Cardoso, M. J. E. M; Faria, M. A. F.; Barcia, O. E., eds.; LTC: Rio de
Janeiro, p. 589, 2008.
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Outra importante consideracio sobre a fun¢io de onda é que esta, normalmente, ¢ um
nimero complexo e, portanto, nio possui significado fisico. Entretanto, segundo outro
postulado fundamental da mecanica quantica, o produto desta fun¢io de onda pelo seu
complexo conjugado, correspondente ao quadrado do mdédulo da fungio de onda (Equagio 3),
tem significado fisico e é interpretado como a probabilidade de se encontrar uma particula em

determinado ponto do espago, cuja integra¢do sobre todo o espaco iguala-se a um.
P = 3)

Na mecanica quantica, o conceito de operador ¢ de grande importancia. Um operador

CEnd

(opcionalmente representado sob o simbolo “*”) é um objeto que representa uma instrugio para
executar determinada ac¢io (multiplicagdo, diferenciagdio ou integragdo). O operador

Hamiltoniano aplicado em uma funcio (a fungio de onda) leva a energia total do sistema.

Em sistemas moleculares polieletronicos, o hamiltoniano contém os operadores de
energia cinética dos nucleos (TYy), energia cinética dos elétrons (T.), energia potencial de atragio
elétron-nuicleo (Vey), energia potencial de repulsio elétron-elétron (V..) e energia potencial de

repulsio niicleo-nicleo (Vn)*, segundo a Equacio 4.
IA_I:’TN +Tc+VeN+Vee+VNN “h

Para a resolu¢io da Equacio 2, considerando H tal como descrito na Equagio 4 em
: . N , f « . o,
sistemas polieletronicos é necessaria a inclusio de algumas aproximacgdes. A primeira ¢ a de
Born-Oppenheimer que trata separadamente a energia cinética dos nacleos da energia cinética
dos elétrons. Isto significa que a equacgio Schrodinger pode ser separada em uma parte eletronica

e outra nuclear. Com isso o Hamiltoniano pode ser escrito segundo a Equagio 5:
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H=H (nticleos) T H (elétrons) )

No entanto, com esta aproximagio, a equacio de Schrodinger somente serd resolvida de
maneira exata para sistemas monoeletronicos. Em sistemas polieletronicos o termo de repulsio
elétron-elétron torna inviavel este procedimento. A solu¢io deste problema foi proposta por
Douglas Rayner Hartree e Vladimir Fock®™ (o chamado método Hartree-Fock), na qual
propuseram um modelo matematico utilizado para representar a estrutura eletronica de sistemas
multieletronicos e por aproximacio tornar possivel a resolucio da equagio de Schrodinger para

tais sistemas.

O objetivo do método Hartree-Fock ¢ solucionar de forma aproximada a equacio de
Schrodinger utilizando um determinante de Slater. O procedimento de Hartree-Fock toma
como base o modelo de particulas independentes. Entretanto, o ponto crucial do método de
Hartree-Fock, é a determinacio da forma matemdtica das funcdes orbitais*”. A safda para este
impasse veio com o procedimento de Hartree-Fock-Roothaan, onde cada orbital, atomico ou
molecular, é descrito como uma combinacio linear de um conjunto de fun¢des de bases obtidas
através do procedimento do campo autoconsistente (HF-SCF-LCAO-MO). A combinagio

linear de orbitais atdmicos (Equagio 6)

0= Xkeq Cik Yk (6)

representa os orbitais moleculares como misturas de 2 fungdes de base yx. Os coeficientes Cyy

sio determinados através da desigualdade, segundo a Equagio 7:

(W[HY)

E 7
Uiy ?)

* Roothaan, C. C.J. Rev. Mod. Phys. v. 23, p. 69, 1951.
¥ Pauling, L. Physica XV.v. 1, p. 23,1949,
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onde Ej é a energia do estado fundamental. A aplicacio do principio variacional implica em

escrever a fun¢io ¢ com uma expansio de um conjunto de func¢des com coeficientes
otimizados para minimizar o lado esquerdo da equagio. Para isso se resolve a equagio secular

(Equagio 8):

H-¢S|=0 ®)

onde S ¢ a matriz de recobrimento. Os métodos de solu¢io da equagio secular podem ser
divididos em duas classes: aqueles que resolvem completamente as integrais sio chamados de ab
1nitio; e os que parametrizam e/ou desprezam algumas destas integrais sio chamados de métodos
semi-empiricos. Os métodos semi-empiricos usam aproximagdes e dados experimentais que
simplificam o cdlculo de integrais. A vantagem ¢é que podem ser aplicados a moléculas grandes
com baixo custo computacional e as vezes oferecendo bons resultados para certas propriedades

moleculares.

3.4.2 Métodos Semi-Empiricos

Os métodos de calculos semi-empiricos usam aproximacdes que simplificam o cdlculo
de integrais do método Hartree-Fock-Roothaan. Estes métodos empregam parametros
empiricos para calcular certas integrais, tendo com isso uma exatidio limitada. A utilizagio de
parametros experimentais reduz o nimero de equag¢des a serem resolvidas para obtenc¢io das
propriedades desejadas, ganhando assim um precioso tempo computacional. Sio cilculos mais
lentos em relagio aos de mecanica molecular, porém mais rapidos que os ab initio e apresentam

. 50
resultados eficientes™ .

¥ Trsic, M; Siqueira Pinto, M. F. Quimica Quintica: fundamentos e aplicacées. Manole: Sio Paulo, p. 104, 2009.
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Os métodos semi-empiricos sido classificados conforme a abordagem tedrica, as
aproximacdes matemdticas e experimentais utilizadas para resolu¢io das equagdes propostas pelo
método utilizado e por fim ao procedimento de parametrizagdes. Em sua maioria, os métodos
semi-empiricos utilizam um conjunto de base minima de valéncia formado por fun¢des do tipo
Slater”'. Nestes métodos a funcio de onda total eletrdnica é representada por apenas um tinico
determinante de Slater. As principais diferencas entre os diversos métodos semi-empiricos se
encontram nas integrais que sio adicionadas e/ou omitidas na resolugdo das equacdes de
Hartree-Fock-Roothaan, no conjunto de fun¢des de base empregada e nos parametros

. . .- 48
experimentais utilizados™ .

Inicialmente os métodos semi-empiricos foram criados com o intuito de realizar estudos
mecanico-quanticos de sistemas que apresentavam elétrons pi (m). Os célculos realizados
somente levavam em consideracio os elétrons w, portanto limitavam os tipos de sistemas que
podiam ser investigados e, por considerar apenas estes elétrons, apresentavam erros em seus
resultados, pois outros elétrons que influenciavam nas propriedades dos sistemas nio eram
considerados. Por conta da imprecisdo inicial dos calculos realizados por este método, John A.
Pople e colaboradores propuseram novos métodos levando em considera¢io nio apenas os

elétrons 7, mas todos os elétrons da camada de valéncia.

O primeiro método semi-empirico foi o de Huckel, tendo sido desenvolvido em 1930
com a finalidade de explicar o comportamento de hidrocarbonetos aromaiticos e insaturados.
Com a realizacgio de algumas modificacdes neste método surgiu o Huckel Extendido, onde

alguns efeitos das intera¢des elétron-elétron foram incluidos através de parametrizagdes.

*! Métodos de Quimica Tedrica e Modelagem Molecular. Morgon, N. H.; Coutinho, K., eds.; Livraria da Fisica: Sdo Paulo, 2007.
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Os pesquisadores Pariser, Parr e Pople, baseados no método Huckel, desenvolveram o
método Pariser-Parr-Pople (PPP). Uma das principais contribui¢des deste método foi a retirada
de algumas integrais de repulsio eletrOnica (as integrais de overlap), ficando esta aproximacio
conhecida como ZDO (Zero-Differential Overlap)>. Em seguida, Pople e colaboradores
partindo do método PPP, desenvolveram o CNDO (Complete Neglect of Differential
Overlap). Neste novo método as equagdes de Roothaan sio resolvidas interativamente
utilizando fung¢des do tipo Slater (STO) por orbital de valéncia. Posteriormente, Pople,
Beveridge e Dobosh modificaram o formalismo do método CNDO e obtiveram o INDO
(Intermediate Neglect of Differential Overlap). Esta aproximagio considera a sobreposi¢io
diferencial monoatdmica, contudo somente para as integrais de um tdnico centro™. Os
pesquisadores Ridley e Zerner através de parametrizacdes no formalismo do INDO
especialmente para os calculos de espectros eletronicos criaram o INDO/S ([ntermediate
Neglect of Ditterential Overlap/Spectroscopy), onde anos mais tarde foi novamente
reparametrizado para realiza¢io de calculos para sistemas contendo dtomos mais pesados. Apos a
realizacio de algumas modifica¢cdes no INDO, Pople, Santry e Segal implementaram o NDDO
(Neglect of Diatomic Differential Overlap). As modificagdes realizadas foram a omissio das
integrais de recobrimento (ou sobreposi¢io) para moléculas diatdmicas que possuissem orbitais
atdmicos distintos e a inclusio das integrais para a retencio de interacdes dipolo-dipolo™ ",
Atualmente o NDDO ¢ o método base para todos os métodos semi-empiricos. Através de

modifica¢des no NDDO, Thiel e Dewar criaram o MNDO (Modifield Neglect of Diatomic

Overlap), sendo este basicamente um aperfeicoamento do método NDDO.

> Stewart, J. J. P. J. Mol Model v. 13, p. 1173, 2007.
%3 Almeida, W. B. Escola de Quimica Tedrica. ICEx: UFMG, 1993.
> Pople, J. A.; Santry, D. P.; Segal, G. A. J. Chem. Phys. v. 43, p. 129, 1965.
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3.4.2.1 O método Austin Model 1 (AM1)

O método semi-empirico Austin Model 1 (AM1) foi criado em 1985 por Dewar e
colaboradores™ e propde a modificacio da funcio de repulsio do caroco (CRF) do método
MNDO para minimizagio do erro de superestimar as repulsdes entre atomos quando estdo
aproximadamente a distancias de Van der Waals. Neste método ainda foram adicionadas uma
fun¢io de repulsio do caroco (CRF), fungdes gaussianas atrativas e repulsivas e foi desenvolvido
um novo procedimento para a otimizagio. Estas modificagdes tornaram o tempo computacional
do método menor. As integrais de repulsio eletrOnica de um centro permanecem inalteradas em
relagio a0 método MINDO. Essas mudancas produziram previsdes mais precisas de barreiras de
ativa¢do para muitas reacdes, bem como uma melhoria nas previsdes do calor de formagio de
moléculas, quando comparadas ao MNDO. Os elementos contidos na versio reparametrizada

do método AM1 sio: C, N, O, H, B, F, Al, S1, P, S, Cl, Zn, Ge, Se, Br, Sn, Sb, Te, I, Hg, As.

3.4.3 Teoria do Funcional da Densidade (DFT)

As propriedades eletronicas dos compostos investigados nesta pesquisa foram
inicialmente obtidas a partir de cilculos semi-empiricos utilizando o hamiltoniano AM1 (Austin
Model 1), que em geral é bem parametrizado para reproduzir dados experimentais para o tipo de
moléculas aqui analisadas. Para verificar se o método AM1 ¢ adequado para o calculo das
propriedades moleculares, tais como a EA e o , seria necessirio realizar uma comparagio com
os dados experimentais. Contudo, estes dados sio muito escassos para os compostos controle e
até inexistentes para os metabdlitos do carbendazim, o que dificulta uma boa caracteriza¢io por

esta via,

 Dewar, M. J. S.; Zoebisch, E. G.; Healy, E. F.; Stewart, J. ]. P. /. Am. Chem. Soc. v. 107, p. 3902, 1985,
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Assim, para uma comparagio com os calculos AMI1, realizamos também cdlculos
utilizando a Teoria do Funcional da Densidade (DFT) com o funcional puro BLYP, que
combina o funcional de troca proposto por Becke™® para correcio da energia com o funcional de

x - 57
correlagio desenvolvido por Lee, Yang e Parr”’.

Em 1964, Hohenberg e Kohn demonstraram que a energia exata de um sistema de

muitos corpos no estado fundamental nio-degenerado pode ser determinada por sua densidade
A .y x 47,50 : . .

eletronica p, ao invés da fungio de onda 7", Assim, a energia exata de uma molécula com n

elétrons no estado fundamental é:

Elpl = Ex + Ep,en + Ep.ce + Exclp] )

onde Eg € a energia cinética total; Ep. ny € a energia potencial elétron-ntcleo; Ep. . é a energia
potencial elétron-elétron; E xc[p] ¢ a energia de troca-correlagio e considera os efeitos devido

ao spin. Os orbitais utilizados para construir a densidade eletronica a partir de

p(r) = XL [y (r)|? (10)

sio calculados pelas equacdes de Kohn-Sham, que sio encontradas aplicando-se o principio

variacional a energia eletronica:

Atracdo elétron-nuicleo Potencial de troca-

Energiacinética _
correlacdo

h'* Z.e?  p(r)e? : |

4meat; ety
=1 MTEphy1 ‘ tEgh2 , (11)

| repulsdo elétron-elétron |

> Becke, A. D. J. Chem. Phys. v. 98, p. 5648, 1993.
5 Lee, C.; Yang, W; Parr, R. G. Phys. Rev B.v. 37, p. 785, 1988.
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O potencial de troca-correlagio V x¢ € a derivada funcional da energia de troca-correlacio:

OE
Vxclpl = %[” (12)

Para verificar a forma da densidade eletronica, utiliza-se uma superposicio de densidades
eletronicas atomicas. V x¢ € calculado admitindo-se a dependéncia entre a Exc e a p, utilizando-

se a aproximacido da densidade local (Local Density Approximation, LDA):

Exclpl = [ p(r)exclp()]lar (13)

Em que gy, ¢ a energia de troca-correlagio por elétron num gis homogéneo de densidade

constante. Em seguida, as equacdes de Kohn-Sham sio resolvidas.

Com o exposto, fica claro que a energia é uma fun¢io da densidade eletronica, isto é,
E[p] e esta depende da posi¢do r, ou seja, p(r). Uma fun¢io de uma fungio é chamada, no
jargdo matemadtico, de funcional, por isso essa teoria é conhecida como Teoria do Funcional da

Densidade (DFT).

O conjunto de fun¢des de base utilizado para cilculos DFT foi o 6-311++G(d,p). Nesta
func¢do, o primeiro namero indica o nimero de primitivas gaussianas usadas na contracio para
representar orbitais atdmicos de camada interna (carogo). O numero seis (6) indica que existe
uma funcdo de base do tipo s contraidas por seis (6) fun¢des gaussianas contraidas. Os niimeros
depois do hifen indicam o numero de primitivas usadas para os orbitais atdmicos de valéncia.
Assim, os trés nimeros (311) indica que existem trés fun¢des de base do tipo p contraidas por

trés/uma/uma func¢des gaussianas contraidas.
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O simbolo (++) indica que fung¢des difusas foram adicionadas ao conjunto, permitindo
assim corrigir eventuais distor¢cdes para as moléculas anidnicas, as quais tém elevada distribui¢cio
de densidade eletronica. As fungdes difusas sio do tipo s e do tipo p nos atomos diferentes do
hidrogénio e para o hidrogénio a func¢io difusa do tipo s. A representa¢io: (d,p), indica que
funcgdes de polarizagio, tipo d e p foram adicionadas na fun¢io de base utilizada nos célculos
computacionais. Estas fun¢des, quando empregadas, produzem melhores resultados para as

: A 58
geometrias moleculares e frequéncias vibracionais calculadas™.

Veremos que ambos os niveis de cilculos, AM1 e DFT, levaram a resultados semelhantes
na anilise da carcinogenicidade do carbendazim e seus metabdlitos. Tal concordancia ¢ uma

indicag¢io a favor da confiabilidade dos cdlculos quimico-quanticos aqui realizados.

% Szabo, A.; Ostlund, N. S. Modern quantum chemistry: introduction to advanced electronic structure theory. Dover: New York, 1996.
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Programas

Computacionais
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3.5 Programas computacionais

Nesta secio, descreveremos brevemente os softwares computacionais utilizados na
elabora¢io das estruturas moleculares, dos cdlculos computacionais e estatisticos matematicos.

Através dos resultados obtidos por estes programas realizamos a anilise do estudo investigado.

3.5.1 Hyperchem

O Hyperchem 8.0.3 ¢ um programa de ficil manipulagio para a constru¢io de
moléculas, realizacio de cdlculos e visualizacio de resultados, combina um ambiente de
- . ~ Jé 7 ’ . O . ~ .
visualizacio agradivel com métodos de quimica tedrica, os quais estio implementados no
mesmo. Ele foi criado pela empresa Hypercube e, por enquanto, pode ser utilizado apenas nos
sistemas operacionais Windows e Mac. Possui os métodos: ab initio, semi-empirico, DFT e

mecanica molecular implementados em seu pacote computacional.
3.5.2 Gaussian

O Gaussian 09W ¢ a versio mais recente do Gaussian. E um programa de estrutura

eletronica, usada por quimicos, engenheiros quimicos, bioquimicos, fisicos e outros cientistas. A
. . . A - A - . A :

partir das leis fundamentais da mecanica quantica, Gaussian 09 prevé as energias, estruturas
moleculares, freqiiéncias vibratdrias e propriedades moleculares de moléculas e reacdes em uma
ampla variedade de ambientes quimicos. Podem ser executados cilculos utilizando métodos de
mecanica molecular, semi-empiricos, ab intio HF e DFT em varias plataformas. Os modelos do
Gaussian 09 podem ser aplicados a ambas as espécies e compostos que sio dificeis ou impossiveis

de se observar experimentalmente. Este programa usa fun¢des atdmicas do tipo gaussianas.
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3.5.3 Gaussview

O GaussView 5.0.8 ¢ a interface visual para Gaussian 09. Permite construir geometrias
de entrada, enviar otimiza¢des de geometria, e analisar os resultados dos cdlculos gaussianos.
Podemos visualizar com esse programa os orbitais moleculares, superficie de densidade
eletronica a partir de qualquer densidade calculada, superficie potencial eletrostdtica, superficie
de propriedades magnéticas, cargas atdmicas, momentos dipolo, animac¢des dos modos normais

\ A . . o . ~ ’ .
correspondentes as frequéncias vibratérias, espectros, informacio estereoquimica molecular, etc.

3.5.4 Statistica

O Statistica 8.0 é um programa utilizado para realizagio de cilculos matematicos de
estatistica. Possibilita a realizacio de uma andlise mais refinada do problema estudado. E uma
ferramenta bastante abrangente, pois fornece andlise, gerenciamento e visualiza¢io de processo
de dados. Algumas das principais fungdes oferecidas pelo programa sdo: estatistica descritiva,
anilise de dados exploratéria, correlagdes, probabilidade, analise de resposta maltipla, métodos
de regressio multipla e estatistica ndo-paramétrica. Pode ser utilizado apenas em ambiente

Windows e Mac.

3.5.5 ALOGPS

O ALOGPS 2.1 é um programa utilizado para calcular o logaritmo do coeficiente de
particio (LogP). Esse parametro descreve a solubilidade do composto em meio lipidico e em

meio aquoso. O programa se encontra disponivel no link: http://www.vcclab.org/lab/alogps/
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3.5.6 Computadores utilizados

Os cdlculos AM1 foram efetuados com o soffware Gaussian 09°” através de uma miquina
MS Windows 8 Pro 64-bit, processador Intel Core 2 Duo, CPU T5800 2.00GHz, memoria
3,0GB RAM, com HD sata de 160GB. Ja os calculos computacionais DFT foram efetuados

com o software Gaussian 09 implementado no CENAPAD-PE.

% Frisch, M. J., et al, GAUSSIAN-09, Revision D.01, Gaussian, Inc., Wallingford CT, 2009.
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3.6 Analise de Componentes Principais (ACP)

A partir de cdlculos quimico-quanticos de orbitais moleculares, selecionamos um
conjunto de descritores para realizar um estudo estatistico visando caracterizar a atividade
carcinogénica dos compostos aqui investigados. Através de um tratamento estatistico
multivariado com Analise de Componentes Principais (ACP), foi possivel correlacionar os
descritores eletronicos com o potencial cancerigeno. A ACP é uma técnica estatistica que
permite interpretar a estrutura de um conjunto de dados diversos a partir das respectivas matrizes
de variincias-covaridncias ou de correlacdes entre os parimetros considerados®.
Matematicamente, a ACP consiste no cilculo dos autovalores e correspondentes autovetores de
uma matriz de variancias-covariancias ou de uma matriz de coeficientes de correlagio entre
variaveis. Os cilculos matematicos sio realizados a partir de uma transformagio linear de todas as
varidveis originais em novas variaveis, de tal maneira que a primeira nova varidvel computada
seja responsavel pela maior parte da variagio possivel existente no conjunto de dados, a segunda
pela maior variacio possivel restante, e assim por diante até que toda a variagio do conjunto

tenha sido explicada®.

Portanto, a ACP ¢é considerada como uma técnica de transforma¢io de varidveis.
Corresponde a uma fatora¢io da matriz X de dados originais com “n” carcindgenos e “p”
descritores. Este procedimento requer a diagonalizacio da matriz de covaridncia XX, onde X" é
a transposta da matriz X. Os elementos dos autovetores, que na ACP sio chamados de pesos,
representam a contribui¢io com que cada um dos eixos originais entra na composi¢cio dos novos

. .. .60 .
eixos, chamados de componentes principais’ . Os autovalores representam a quantidade de

variancia original explicada pelos respectivos autovetores.

® Anilise Multivariada da Teoria a Prética. Disponivel em: <http://w3.ufsm.br/adriano/livro/Caderno%20dedatico%20multivariada%20-
%20LIVR O%20FINAL%201.pdf>, acessada em Julho 2013.
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Metodologicamente, a ACP procura rotacionar os eixos originais para a obtenc¢io de um
novo conjunto de eixos de menor dimensio que concentre o maximo das informagdes. A
expectativa é que 0s novos eixos apresente um certo padrio que permite relacionar esses
descritores com a propriedade estudada. A primeira componente principal (PC1) descreve o
eixo de maior variancia, sendo neste eixo onde os pontos se encontram mais espalhados. A
segunda componente principal (PC2), ortogonal a PC1, representa o segundo eixo de maior
variancia residual. Na figura gerada pela projecio dos n objetos nas PC’S espera-se encontrar

N : . : - 60
certo padrio que permite relacionar esses descritores com a propriedade estudada™.

As componentes principais vio ser escritas como uma combina¢io linear das antigas
varidveis, sendo os loadings os pesos que cada varidvel tem para uma determinada componente
principal e os scores as coordenadas que cada objeto possue ao longo de cada componente

principal. E dada a Equacio 14

tl = Xall t2 = XaIZ, (14)

)

Onde t; s3o os scores para i-ésima componente principal, X, é a matriz autoescalonada
(pré-processamento) que deixa as variaveis todas adimensionais e dentro de um mesmo intervalo

de dados e ]; s3o os loadings de cada varidvel em rela¢do a i-ésima componente principal.

Existem varios modelos estatisticos que descrevem bem o potencial carcinogénico de
compostos quimicos. Contudo, a maioria destes métodos leva em consideragio semelhancas

entre as estruturas das moléculas investigadas, como por exemplo, nos estudos de QSAR.

Na anilise ACP ¢ possivel estabelecer uma rela¢io entre determinados descritores com a
propriedade que se deseja avaliar. Portanto, é possivel definir quais os descritores que mais

influenciam na propriedade que se quer determinar. Os parametros selecionados para a ACP
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foram: afinidade eletronica adiabitica (EA), energia de interagdo carcindégeno-DNA (AE; ),
atragdo eletrostitica carcinégeno-DNA (Aq), momento de dipolo elétrico (u) e logaritmo do
coeficiente de parti¢io (LogP). Veremos no proximo capitulo que os cdlculos e grificos da ACP,
obtidos através do sofiware computacional STATISTICA 8.0 para um total de 21 compostos
estudados, incluindo o carbendazim, seus metabdlitos e os compostos controle, separou de

forma clara os nio-carcinogénicos, carcinogénicos e protetores.
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4.1 Avaliacao dos descritores eletronicos: Compostos—Controle

O potencial carcinogénico do carbendazim e seus metabodlitos foram avaliados a partir da
Anilise de Componentes Principais (ACP) de parametros eletronicos obtidos por cilculos do
tipo AM1 e DFT. Inicialmente, procurou-se fazer uma anilise dos compostos controle:
substancias reconhecidamente ndo carcinogénicas (dgua, glicose e glicerol); carcindgenos
conhecidos (benzopireno, tetracloreto de carbono, aflatoxina-B1, dimetilnitrosamina, 2-
naftilamina e 2-acetilaminofluoreno); e substincias protetoras antioxidantes (resveratrol,
acetilsalicilato e ascorbato). As estruturas moleculares otimizadas (AM1) dos compostos controle

podem ser observados na Figura 18(a e b).

Nio Carcinogénicas

o 133
B ¥ uhs

)

Agua Glicerol Glicose

Protetores

¥ s
41 > 'f,“ca’w P90, o I
Y

Acetilsalicilato Ascorbato Resveratrol-H

Figura 18a. Estruturas moleculares otimizadas (AM1) dos nio-carcindégenos e protetores controle
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Carcinogénicas
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Figura 18b. Estruturas moleculares otimizadas (AM1) dos carcinégenos-controle

Para uma substancia ter atividade protetora ela deverd de alguma maneira interferir no
processo de interacio entre o agente carcinogénico ¢ o DNA. Podemos imaginar uma
substancia protetora dentro de um processo de competicio com o DNA para a doagio do
elétron a substancia carcinogénica. Com isso aquela substancia que conseguir mais facilmente
doar o seu elétron deverd ganhar a competi¢io. Em termos do modelo apresentado devemos
observar que quanto mais proximo for a energia do HOMO e do LUMO, mais facilmente
ocorrerd a reacido de transferéncia do elétron. Assim, uma substancia para ter caracteristica
protetora deverad possuir uma energia do HOMO maior que da guanina e préxima a energia do

LUMO do agente carcindgeno.
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H4 muito tempo se tem discutido a possivel atividade protetora do acido ascorbico
(vitamina C) e de seu metabdlito (ascorbato). A utilizagio de grandes doses de vitamina C foi
proposta nos trabalhos de Ewan Cameron e Linus Pauling®'. Primeiramente, estes trabalhos
mostraram que pacientes com cancer normalmente possuem uma quantidade de vitamina C no
plasma sanguineo e nos leucdcitos do sangue bastante inferior a quantidade em pessoas
saudaveis. A grande maioria dos estudos concentra-se na area do uso da vitamina C e de outras
substancias (betacaroteno, resveratrol, dcido acetilsalicilico) como agente de tratamento ao

cancer ja instalado.

/4

E importante lembrar que em fluidos corporais, o icido ascérbico esta quase que
completamente ionizado (vitaminaC-H) em fon ascorbato e o fon hidrogénio® . Um estudo
prévio desenvolvido por Pavio e Ledo ja descreve com sucesso a atividade protetora de
substincias antioxidantes contra o cAncer’ . Em confirmacio foi observado em nossos resultados
a partir de novos cdlculos que a energia do HOMO do ion ascorbato se encontra bem mais
proximo ao LUMO do agente carcinégeno do que o HOMO do DNA. Esta maior
proximidade deverd favorecer a reacio de transferéncia de elétron do fon ascorbato para o
carcindégeno. Assim a atividade protetora da vitamina C estd associada ao ion ascorbato presente
no organismo. O mesmo comportamento como atividade protetora em nosso trabalho foi a
utiliza¢io do resveratrol na sua forma ionizada (Resveratrol-H) e o fon acetilsalicilato obtido da
1onizag¢do do dcido acetilsalicilico (AAS-H). Os parametros eletronicos dos compostos controle

por meio de cilculos AM1 podem ser observados na Tabela 4.

o Pauling, L. Como viver mais e melhor. Best Seller: Sio Paulo, 1988.
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Tabela 4. Parimetros eletronicos AM1 e LogP dos compostos controle

Composto Simbolo EA (eV) AE, 4 (eV)’ n (D) Aq (e) LogP
Agua a -4,250 13,099 1,860 -0,130 -1,380
Glicerol b -2,383 11,594 2,860 -0,097 -2,320
Glicose c -0,993 10,597 1,572 -0,094 -1,880
Acetilsalicilato d -3,190 12,410 12,730 0,700 1,264
Ascorbato e -4,390 13,570 13,293 0,680 -2,667
Resveratrol-H f -2,020 11,280 14,980 0,610 3,140
Benzopireno g 1,773 7,569 0,037 0,309 5,930
2-Naftilamina h 0,644 8,504 1,546 0,393 2,170
Tetracloreto de carbono i 1,444 7,462 0,000 0,405 2,860
Aflatoxina-B1 J 2,253 7,312 7,351 0,700 1,250
Dimetilnitrosamina k 0,193 9,526 3,268 0,606 -0,640
2-acetilaminofluoreno | 0,921 8,434 3,059 0,631 3,030

*Em relagio ao HOMO (H) da guanina

De acordo com Elizabeth e James Miller, quanto mais eletrofilica for a substancia, maior
a atividade carcinogénica da mesma. E para isso ocorrer, deverd apresentar valor alto para a
afinidade eletronica (EA). Deste modo, a EA ¢é definida como o descritor mais importante para a
carcinogénese quimica”. Os valores altos para a EA dos carcindgenos-controle mostram que
estio em concordancia com a proposta dos pesquisadores, que definiram a natureza eletrofilica
dos carcinégenos quimicos. Conforme observado na Tabela 4, as substancias carcinogénicas (em
vermelho) apresentam valores altos para a EA, enquanto que os nio-carcinogénicos (em azul) e
protetores (em verde) possuem valores baixos para a EA. De maneira que os baixos valores da
EA dos protetores facilitam a doagio de elétrons destes compostos para outras substiancias.
Enquanto que os carcindgenos por ter valor alto para a EA possuem maior habilidade em
receber elétrons. Com relagdo A energia de interacio dos compostos-controle com o DNA,
representado pelo gap (AEp p), quanto mais baixo o valor do AE; i, maior a interagio entre as
espécies reagentes. De acordo com os nossos resultados, os carcinégenos-controle apresentam

valores  baixos comparado aos valores dos compostos nio carcinog€nicos e
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protetores controle, significando, portanto, que a intera¢io entre o DNA e o carcinégeno serad
mais efetiva em compara¢io com os demais controles. A atra¢do eletrostitica (Aq) representa o
possivel sitio de interacio entre as espécies reagentes, quanto maior o seu valor, maior a
interagio entre as espécies. Dentre os compostos controle os que apresentam valores mais altos
s30 os carcindgenos. Os protetores também apresentam valores altos para Aq em funcio de sua
natureza polar, bem como a facilidade de formar liga¢des de hidrogénio com o DNA. Isto
também ¢é explicado, pelo fato de que os protetores servirio para bloquear a chegada do
carcinégeno ao DNA, impedindo que ocorra a doagio de elétrons do DNA para o carcindgeno.
O coeficiente de parti¢io octanol/dgua (LogP) ¢ utilizado para descrever a tendéncia preferencial
do composto em se dissolver em uma fase ou em outra®. Ou seja, descreve a fracio de
solubilidade do composto nos meios apolar e polar, onde quanto maior for o seu valor, mais
apolar serd a substancia. O comportamento dos compostos-controle foi o seguinte: obtemos
valores altos do LogP para os carcinégenos-controle e baixos para os demais controle. Jd o
momento de dipolo elétrico (u), que descreve a natureza da molécula em polar ou apolar,
quanto menor for o seu valor, mais apolar serd a substancia. Portanto, como os carcindgenos-
controle apresentam valores altos para o LogP e baixos para o p, estes sio de natureza apolar e
mais soluveis em meios apolares. Ja os compostos nio carcinog€nicos e protetores apresentam
valores baixos para o LogP e altos para o p, sendo estes de natureza polar e mais soliveis em
meios polares. Com isso, fechamos a discussio dos parametros eletronicos disponibilizados na
Tabela 4 dos compostos controle que servirio como base para descrevermos os descritores

eletronicos dos compostos investigados neste trabalho.

5 Amott, J. A.; Kumar, R ; Planey, S. L. J. Appl. Biopharm. Pharmacokinet. v. 1, p. 31, 2013,

Avaliacio do Potencial Carcinogénico do Carbendazim e seus Metabdlitos

Renato César da Silva




Capitulo 4 — Resultados e Discussées Dissertacio de Mestrado

4.1.1 ACP dos Compostos—Controle

As propriedades eletronicas dos compostos controle foram incluidas na ACP onde se
encontra representada no grafico da Figura 19. As substancias com propriedades carcinogénicas,
nio carcinogénicas e protetores estio indicadas por simbolos (letras do alfabeto) conforme a
Tabela 4. Na primeira componente principal (PC1) e na segunda componente principal (PC2)
temos como resultado a combinagio linear dos cinco descritores eletronicos: EA, AE; , p, Aq e

LogP.

31 nao-carcinogénicos

1
[HEN

carcinogénicos

PC2 (32,81% de variancia)

1
N

protetores

|
w

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
PC1 (57,16% de variancia)

Figura 19: ACP dos pardmetros eletronicos AM1 dos compostos controle. As letras correspondem aos

compostos indicados na Tabela 4
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A PC1 toi composta por 57,16% da variancia total, enquanto a PC2 foi composta por
32,81% da variancia total, totalizando para as duas componentes principais 89,97% da varidncia

total.

As Equagdes 15 e 16 da PC1 e PC2 que permitem verificar as varidveis que mais
contribuem para identificar o potencial carcinogénico dos compostos controle estio descritas

abaixo.

PC1= +0,78 LogP — 0,98 AE; 1 — 0,53 p+ 0,97 EA + 0,23 Aq (15)

PC2 = — 0,34 LogP — 0,03 AE; ;- 0,82 p+ 0,01 EA - 0,93 Aq (16)

Na PC1 os descritores eletronicos que mais colaboram para a separacio das classes destes
compostos sio: EA, AE;_p e LogP. Jd na PC2, os descritores que mais colaboram sio: p e Aq
para a separac¢do das classes dos compostos. Analisando o agrupamento na Figura 19, verificamos
que 0s COMpOStos carcinogenicos encontram-se entre o primeiro e o quarto quadrantes da PC1
e PC2, de maneira que estes apresentam os valores mais altos para a EA e o LogP, e baixo para o
AE[_p. J4 os compostos nio-carcinogénicos e protetores encontram-se, respectivamente, no
segundo e terceiro quadrantes da PC1 e PC2 apresentando valores mais altos para o AE;_ye o
p. Para andlise da PC2, destacaremos os descritores eletronicos de maior relevancia para a
descricdo dos compostos controle. No terceiro e quarto quadrantes da PC2 observamos valores
mais altos para o p e a Aq. Os carcinégenos-controle, &, / j, estdio posicionados no quarto
quadrante e os protetores-controle, e, d, £ no terceiro, portanto, todos esses controles citados

acima apresentam valores mais altos para o p e a Aq.
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Em resumo, os carcinégenos-controle possuem valores altos para EA, LogP e Aq, e
baixo para o AE; . Portanto, para que os compostos investigados neste trabalho venham a ser
considerados como possiveis carcinégenos deverdo apresentar 0 mesmo comportamento para os

descritores eletronicos dos carcindgenos-controle.

4 .2 Analise das bases do DNA

De acordo com o modelo desenvolvido por Pavio e Leio™*” acerca da interacio entre
os orbitais moleculares de fronteira das espécies quimicas reagentes, HOMO (DNA) — LUMO
(Carcindgeno), ressalta-se a ocorréncia desta reagdo por meio da transferéncia de elétrons do
HOMO do DNA para o LUMO do agente carcindgeno. A interagdo entre as espécies
reagentes, DNA-carcindégeno, terd como preferéncia uma das bases do DNA. Por isso, se faz
necessario um estudo sobre qual das bases apresenta maior disponibilidade para doar elétrons.
Dentre as bases nucleotidicas, Adenina, Citosina, Timina, ¢ Guanina, a que apresentar maior

valor para 0 HOMO terd mais facilidade em doar elétrons.

Com os resultados obtidos através dos novos cdlculos computacionais utilizando o
método AMI1, obtivemos a energia do HOMO e a energia de ionizagio (I) para as bases
nitrogenadas (Adenina, Guanina, Citosina, Timina) com objetivo de avaliar qual destas bases
apresentaria o menor valor para a I, ou seja, o maior valor para 0 HOMO. Estas caracteristicas
definirio qual destas bases nitrogenadas terd maior facilidade para doar elétrons. Na Figura 20

temos as estruturas das bases nitrogenadas avaliadas.
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Figura 20. Bases nitrogenadas do DNA

De acordo com os resultados descritos na Tabela 5, notamos que dentre as bases
nitrogenadas, a guanina ¢ aquela que apresenta a maior energia para o HOMO. Utilizando o
teorema de Koopman563 obtemos a I por meio da seguinte expressio, Ixoopmans = - HOMO.
Conhecendo as energias do estado fundamental das moléculas neutras e dos seus respectivos
cations, ambas as estruturas com suas geometrias otimizadas, o potencial de ioniza¢io adiabdtico
(Ladiabitico) fol calculado pela diferenca entre as energias. De acordo com os valores de HOMO e
I para todas as bases nitrogenadas, a guanina é a que apresenta o menor valor para a I, ou seja,
maior valor para 0 HOMO. Fato que justifica a preferéncia dos carcindgenos para interagir com
esta base, visto que a mesma doar4 elétrons mais facilmente™.

Tabela 5. Energia de ionizacio e dos orbitais moleculares de fronteira para as bases do DNA utilizando o
método AM1

Base DNA HOMO (eV) I(eV) I(eV)
Koopmans Adiabitico

Adenina -8,770 8,770 8,220
Citosina -9,370 9,370 8,770
Timina -9,610 9,610 8,900
Guanina -8,680 8,680 7,890

% Reynolds, C. A.; Thomson, C. J. Mol Structure. v. 149, p. 352, 1987.
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Na Figura 21 mostramos o mapa do potencial eletrostitico e a distribuicio de cargas
atdmicas para as bases nitrogenadas do DNA com todas as suas geometrias otimizadas pelo

método DFT.

Guanina Adenina

Citosina

' CARBONO ‘ NITROGENIO . OXIGENIO J HIDROGENIO

- S s -

Figura 21. Mapa do potencial eletrostitico e distribuicio de cargas atdmicas para as bases
nitrogenadas do DNA com geometrias otimizadas (DFT). Azul indica a densidade de carga positiva e

vermelho a negativa
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A densidade de carga negativa na guanina ¢ mais pronunciada entre o oxigénio (O16) e o
nitrogénio (N7). Podemos observar que nossos resultados se confirmam com a proposta dos

26,39 A .
7”7, Com base nos cdlculos DFT, o oxigénio apresenta uma maior

pesquisadores Pavio e Ledo
densidade eletrOnica (com carga atdomica de Mulliken -0,308), sendo, portanto o sitio provavel
da intera¢io do carcinégeno, com a “quebra” da ligacio do grupo carbonila. Enquanto que para
os calculos AM1, o oxigénio apresenta uma carga de Mulliken -0,321. Com rela¢io a esta
interagdo ¢ importante observar as principais componentes da densidade eletronica (p) do

HOMO da guanina. A Figura 22 mostra o mapa de distribuicio dos orbitais HOMO da

Guanina e as componentes da p.

Guanina £ HOMO
016 (pz) 0,23223
N13 (pz) 0,18793
N11 (pz) 0,16137
N10 (pz) 0,03859
NS (pz) 0,01103
N7 (pz) 0,16670
C5 (pz) 0,02925
C4 (pz) 0,03172
C3 (pz) 0,06886
C2 (pz) 0,09407
C1 (pz) 0.01718

J

‘ CABBONO o NITROGENIO . OXIGENIO 3 HIDROGENIO

Figura 22. Mapa de distribui¢io dos orbitais HOMO da Guanina e componentes da p (DFT)
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As maiores componentes de densidade eletronica (p) do HOMO da guanina indicam a
localiza¢io dos possiveis sitios nucleofilicos da molécula. O oxigénio (O16) da guanina para o

orbital pz ¢ o sitio de intera¢do em maior propor¢do para a ligacdo do carcinégeno.

4.3 Avaliacao da carcinogenicidade: Carbendazim e Metabolitos

Na literatura, ainda sio poucas as pesquisas que descrevem sobre a carcinogenicidade do
tungicida carbendazim (MBC). Contudo, estudos em animais apontam que o MBC pode
prejudicar o figado (sistema hepdtico), afetar a produ¢io de hormonios causando anomalias da
diferencia¢io sexual e da reproducio (sistema enddcrino), provocar alteragdes cromossdmicas
com anomalias do nimero de cromossomos nas células, tanto em testes in vitro, como in vivo,
trazendo danos 2 molécula do DNA (efeitos mutagénicos) e perturbar o desenvolvimento
embriondrio ou fetal (efeitos teratogénicos/embriotoxicidade)”*. A mutacio no DNA é uma
alteragio genética do processo de carcinogenicidade. Estudos recentes relatam que a toxicidade
do MBC em ratos é capaz de afetar o aparelho reprodutor masculino com anomalias na
formacio dos espermatozdides, diminui¢io da fertilidade e atrofia testicular do epididimo

13,65 . .
72 Com base nos estudos descritos acima, resolvemos

(toxicidade testicular reprodutiva)
realizar uma anilise estatistica para avaliar a carcinogenicidade deste fungicida e seus metabdlitos.

Para inicio deste estudo mostraremos na Figura 23 as estruturas moleculares otimizadas (AM1)

do carbendazim e seus metabdlitos.

* Talal, A. Z.; Atef, M. A. Riv. Eur. Sci. Med. Farmacol. v. 15, p. 413, 2011,
% Hidetaka, M.; Toshihiko, Y.; Masatoshi, N ; Taijiro, O.; Kiminobu, G.; Nobuhiro, H.; Hajime, N. Endocrinology. v. 145, p. 1860, 2004.
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Figura 23. Estruturas moleculares otimizadas (AM1) do carbendazim e seus metabdlitos
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A Tabela 6 apresenta os parametros eletronicos obtidos por cilculos AM1 para o

carbendazim e seus metabdlitos (em roxo).

Tabela 6. Parimetros eletronicos AM1 e LogP do carbendazim e seus metabdlitos

Composto Simbolo EA (eV) AE g (eV)" n (D) Aq (€) LogP
Carbendazim m 1,094 8,564 2,307 0,723 1,750
5-HBC n 1,340 8,448 3,328 0,724 1,080
5,6-HOBC-N-6xido 0 3,916 5,836 3,244 0,713 -0,602
5,6-DHBC-S p 2,636 7,639 3,338 0,715 -0,420
5,6-DHBC-G q 1,644 8,214 6,631 0,725 -0,998
5-HBC-S r 1,646 7,860 3,845 0,728 -0,510
MBC-5,6-dihidro-diol S 1,737 7,769 3,512 0,727 -0,352
MBC-5,6-diol t 1,386 8,432 2,605 0,723 0,780
MBC-5,6-epoxido u 1,552 8,078 3,092 0,728 0,123

* Em relagio ao HOMO (H) da guanina

As propriedades eletronicas do carbendazim e metabdlitos foram incluidas na ACP. De
acordo com a Tabela 6, os descritores EA, LogP e Aq apresentaram valores altos, e baixo para o
AE;_y, semelhantemente aos valores obtidos para os carcinégenos-controle. Portanto, o
carbendazim e metabdlitos apresentam similaridade em relacio aos carcindgenos-controle,
sendo entio avaliados como possiveis substancias carcinogénicas. Pode ser visto na Tabela 6 que

o carbendazim apresentou um maior valor para o LogP, tendo uma correlagio inversa com o .

4.3.1 ACP do Carbendazim e Metabdlitos

A Figura 24 representa a ACP do carbendazim e metabdlitos. Estes compostos estio
indicados por simbolos (letras do alfabeto) conforme a Tabela 6. Na PC1 e PC2 temos como
resultado a combinagdo linear dos cinco descritores eletronicos: EA, AE;_y, u, Aq e LogP. A

PC1 foi composta por 53,39% da variancia total, enquanto a PC2 por 27,14% da variancia total,
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totalizando para as duas componentes principais 80,53% da variancia total.

4-20Q 10Q

nao-carcinogénicos

PC2 (27,14% de variancia)

31 protetores

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
PC1 (53,39% de variancia)

Figura 24. ACP dos descritores eletronicos AM1 do carbendazim e seus metabdlitos. As letras

correspondem aos compostos indicados na Tabela 4 e 6

As Equagdes 17 e 18 da PC1 e PC2, descritas abaixo, permitem verificar quais sio os
descritores eletrOnicos que mais contribuem para identificar o potencial carcinogénico dos

compostos investigados.

PC1= +0,49 LogP — 0,98 AE,; — 0,52 j1 + 0,97 EA + 0,49 Aq (17)

PC2= —0,12 LogP — 0,03 AE .y; — 0,82  — 0,00 EA — 0,82 Aq (18)
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Na PC1 os descritores eletronicos que mais contribuem para classificagio do potencial
carcinogénico do carbendazim e metabdlitos sio: EA, AE; e p. Os descritores da PC2, p e Aq,
ambos colaboram com valores altos para a classificagio do carbendazim e metabdlitos como
possivels carcindgenos. Analisando o agrupamento dos compostos investigados na Figura 24,
verificamos que o carbendazim (7)) e seus metabdlitos assemelham-se aos carcindgenos-
controle. Estando os compostos situados entre o primeiro e o quarto quadrantes da PC1 e PC2,
estes sio os que possuem valores mais altos para a EA, e baixos valores para o AE; e o p. No
quarto quadrante da PC2, encontramos o carbendazim (z22) mais agrupado com os metabdlitos,
n, r, s, t, u, onde todos eles possuem valores altos para o p e a Aq. O carbendazim e os
metabolitos sio mais semelhantes aos carcindgenos-controle 2-acetilaminofluoreno (4 e
aflatoxina-B1 (j). Em especial, o carbendazim e os metabdlitos n, 7; s, ¢ usio mais semelhantes

ao carcindgeno-controle /

4.3 2 ACP: DFT do Carbendazim e Metabdlitos

Para um estudo comparativo realizamos a ACP do carbendazim e metabdlitos a partir de
calculos DFT, sendo visualizada no grafico da Figura 25. Na PC1 e PC2 temos como resultado
a combinagio linear dos cinco descritores eletronicos: EA, AE; y, u, Aq e LogP. A PC1 explica
50,14% da variancia total, enquanto a PC2 descreve 29,32% da variancia total, totalizando para

as duas componentes principais 79,46% da variancia total.

As Equacdes 19 e 20 da PC1 e PC2, descritas a seguir, permitem verificar as variaveis

que mais contribuem para identificar o potencial carcinogénico dos compostos investigados.
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PC1= +0,45 LogP — 0,97 AE_; — 0,64 p1 + 0,94 EA + 0,28 Aq (19)
PC2= —0,15 LogP — 0,05 AE, .1 — 0,73 - 0,20 EA — 0,93 Aq (20)

Na PC1 os descritores eletronicos que mais contribuem para a classificagio do potencial
carcinogénico do carbendazim e metabdlitos sio: EA, AE; p, e pu. Os descritores da PC2, pe
Aq, colaboram com valores mais altos para a classificacio do carbendazim e metabdlitos como

possiveis carcindgenos.

5
41 22Q 1°Q
nao-carcinogénicos
3t
B
i)
o
=
<€ 1t
@
>
S
R ORCRECOEEEETTEREE
I
@
& -1}
N
O
o
21
protetores
3t
4} 3°Q

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
PC1 (50,14% de variancia)

Figura 25. ACP dos descritores eletronicos DFT do carbendazim e seus metabdlitos
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Analisando o agrupamento dos compostos investigados na Figura 25, verificamos que o
carbendazim (m) e seus metabolitos assemelham-se aos carcindgenos-controle. Estando estes
compostos situados entre o primeiro e o quarto quadrantes da PC1 e PC2, estes sio os que
possuem valores mais altos para a EA, e baixos valores para o AE;_y e o p. Analisando o
primeiro e quarto quadrantes da PC1 e PC2, verificamos que o carbendazim (1) e os

metabodlitos, n, 1, s, ¢, u, estio agrupados entre os carcindgenos-controle 2-acetilaminofluoreno

() e a aflatoxina-B1 ()).

4.3.3 ACP: AM1 x DFT do Carbendazim e Metabolitos

As equagdes 17, 18, 19 e 20 geradas a partir dos parametros eletronicos calculados pelos
métodos AM1 e DFT apresentaram o mesmo padrio com rela¢io a classifica¢io do potencial
carcinogénico dos compostos investigados neste trabalho. Os resultados da ACP utilizando
dados dos cilculos AM1 (Figura 24), semelhantemente aos resultados DFT (Figura 25),
agruparam o carbendazim e metabdlitos a classe dos carcindgenos-controle. A varidncia total
para as duas componentes principais no AM1 é de 80,53%, muito préxima do valor obtido para
os calculos DFT (79,46%), explicitando claramente a correlagio entre os descritores da
carcinogenicidade do carbendazim e metabdlitos. Tal como no resultado AM1, com DFT a
resposta da PC1 fornece maior peso para a EA, o AEL. gy e o, e a PC2 para o pe a Aq,

classificando desta forma claramente a atividade carcinogénica dos compostos investigados.

Assim concluimos que os resultados descritos na ACP pelos métodos AM1 e DFT para o
carbendazim e seus metabdlitos com os carcindgenos-controle sio compativeis entre si, visto
que os mesmos estio bem agrupados nos grificos das Figuras 24 e 25. Portanto, os parametros

eletronicos para os carbendazim e metabdlitos apresentam similaridade aos carcindgenos
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conhecidos. Assim mostramos a importancia dos resultados obtidos neste estudo para uma

politica de saude publica baseada no principio da precaucio.

4.4 Avaliacao da carcinogenicidade: Fungicidas

Estimulado pelo resultado do Carbendazim, resolvemos ampliar este estudo para outros

tungicidas utilizados na fruticultura brasileira. As estruturas moleculares otimizadas (AM1) dos

fungicidas selecionados podem ser observados na Figura 26.
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Figura 26. Estruturas moleculares otimizadas (AM1) dos fungicidas
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Na Tabela 7 estio descritas as propriedades eletronicas de outros fungicidas (em laranja)

avaliados neste trabalho utilizando o método AM1.

Tabela 7. Parimetros eletronicos AM1 e LogP do carbendazim e fungicidas

Substancia Simbolo  EA(eV)  AEy (eV) n (D) Aq (e) LogP
Carbendazim m 1,094 8,564 2,307 0,723 1,750
Iprodione Ipr 1,725 8,227 2,322 0,747 2,800
Captafol Cap 2,218 7,828 4,777 0,626 2,400
Tebuconazole Teb 0,547 8,817 3,647 0,387 2,350
Tiofanato-metilo Tio 2,496 7,756 7,194 0,738 1,160
Tiram Tir 3,491 7,275 3,642 0,234 1,750
Triflumizole Tri 2,259 7,626 6,194 0,797 4,660
Vinclozolin Vin 1,386 8,198 2,987 0,722 3,190
Tiabendazole Tia 1,583 7,878 4,769 0,396 2,470
Fuberidazole Fub 1,366 8,160 2,688 0,398 2,670
Benomil Ben 1,675 8,294 5,208 0,729 2,410
Carboxim Car 0,983 8,745 3,339 0,699 3,000

*Em relagio ao HOMO (H) da guanina

4.4.1 ACP dos Fungicidas

As propriedades eletronicas dos fungicidas foram incluidas na ACP. Os fungicidas estio
indicados por abreviaturas de seus nomes conforme a Tabela 7. No grafico da Figura 27, temos
na PC1 e PC2 o resultado da combinacio linear dos cinco descritores eletronicos: EA, AE; g,
i, Aq e LogP. A PC1 foi composta por 58,35% da variancia total, enquanto a PC2 foi composta
por 29,45% da variancia total, totalizando para as duas componentes principais 87,80% da
variancia total. As Equagdes 21 e 22 da PC1 e PC2, descritas a seguir, permitem verificar quais
s30 os descritores eletronicos que mais contribuem para identificar o potencial carcinogénico dos

fungicidas.
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PC1= +0,82 LogP — 0,97 AE_ 14— 0,43 1 + 0,96 EA + 0,44 Aq

PC2= -0,22 LogP - 0,11 AE, ., -0,85 p + 0,08 EA - 0,83 Aq

(21)

(22)

Na PC1 os descritores eletronicos que mais contribuem para a classificacio do potencial

carcinogénico dos fungicidas s3o: EA, AE; i e LogP. Os descritores da PC2, u e Aq, colaboram

com valores mais altos para a classificagio do potencial carcinogénico dos fungicidas.

sl 200

néo-carcinogénicos

_|____ -

1
-

PC2 (29,45% de variancia)

1
N

PSS S ) — — —

1
w

protetores 3

1°Q

carcinogénicos

m Car | Cap Vin \4
1

Ipr Ben Tio j ,’

-2 -1 0

1 2 3 4 5

PC1 (58,35% de variancia)

Figura 27. ACP dos descritores eletronicos AM1 do carbendazim e fungicidas. As letras e abreviaturas

correspondem aos compostos indicados na Tabela 4 e 7
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Analisando o agrupamento dos fungicidas na Figura 27, verificamos que os mesmos
assemelham-se aos carcindgenos-controle. Os fungicidas situados entre o primeiro e o quarto
quadrantes da PC1 e PC2, sio os que possuem valores mais altos para a EA e o LogP, e baixo
valor para o AE;_y. No quarto quadrante da PC2, encontramos o carbendazim (z22) mais
agrupado aos fungicidas, Car, Cap, Vin, Ipr, Ben, Tio, onde todos eles tém valores altos para o
u e a Aq. Os fungicidas e o carbendazim sio mais semelhantes aos carcindégenos-controle 2-

acetilaminofluoreno (4, aflatoxina-B1 ()) e tetracloreto de carbono ().

A partir destes resultados chegamos a conclusio que os fungicidas tém parametros
proximos aos carcinégenos-controle e, portanto, podem ser classificados como potencialmente
cancerigenos com base no modelo de interacio carcindégeno-DNA desenvolvido por Pavio e

Ledo.

4.4 2 ACP dos Fungicidas, Carbendazim e seus Metabdlitos

Finalizaremos o nosso trabalho de pesquisa com a ACP de todos os compostos
investigados, fungicidas, carbendazim e seus metabdlitos, vistos no grafico da Figura 28. Na PC1
e PC2 temos como resultado a combinacio linear dos cinco descritores eletronicos: EA, AE; g,
i, Aq e LogP. A PC1 foi composta por 53,02% da variancia total, enquanto a PC2 foi composta
por 26,99% da variancia total, totalizando para as duas componentes principais 80,01% da
variancia total. As Equacgdes 23 e 24 da PC1 e PC2, descritas a seguir, permitem verificar as
varidveis que mais contribuem para identificar o potencial carcinogénico do carbendazim,

metabolitos e demais fungicidas investigados neste trabalho.
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PC1= +0,58 LogP — 0,97 AE_; — 0,47 p + 0,96 EA + 0,47 Aq (23)

PC2= —0,16 LogP — 0,06 AE, .1 — 0,82 it + 0,02 EA — 0,80 Aq (24)

Na PC1 os descritores eletronicos que mais contribuem para a classificacio do potencial
carcinogénico de todos os compostos investigados neste trabalho sio: EA, AE; y e LogP. Os
descritores da PC2, p e Aq, colaboram com valores mais altos para a classificagio do potencial

.
carcinogénico de todos os compostos.
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Figura 28. ACP dos descritores eletronicos AM1 dos fungicidas, carbendazim e seus metabdlitos. As

letras e abreviaturas correspondem aos compostos indicados na Tabela 4, 6 ¢ 7
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Analisando o agrupamento na Figura 28, verificamos que o carbendazim, metabdlitos e
os fungicidas assemelham-se aos carcinégenos-controle. A maioria destes compostos analisados
na Figura 28 estio situados entre o primeiro e o quarto quadrantes da PC1 e PC2, de maneira
que estes apresentam valores mais altos para a EA e o LogP, e baixo valor para o AE| .
Analisando o quarto quadrante da PC2, observamos que o carbendazim (121), seus metabdlitos z,
p, 1, s, t u e os fungicidas Car, Cap, Vin, Ipr, Ben, Tio, ficaram mais agrupados aos
carcindgenos-controle 2-acetilaminofluoreno (4 e aflatoxina-B1 (j), apresentando valores mais
altos para o p e a Aq. De acordo com ACP da Figura 28, observamos que todos os compostos
investigados neste trabalho agrupam-se proximos aos carcindégenos-controle. Logo, podemos
afirmar que o carbendazim, metabdlitos e fungicidas sio semelhantes aos carcinégenos-controle,

sendo classificados assim como potencialmente carcinogénicos.
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CAPITULO 5

Fonte: http://www.midianews.com.br/conteudo.php?sid=4&cid=168658

CONCLUSOES
E
PERSPECTIVAS
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5. ConclusGes e Perspectivas

Com base numa andlise estatistica de parametros de hidrofobicidade e eletronicos obtidos
por célculos de quimica quantica, o fungicida carbendazim e seus metabodlitos tém parametros
similares aos carcinégenos-controle e sio, portanto, classificados como potencialmente
carcinogénicos com base no modelo de interagio carcindégeno-DNA desenvolvido por Pavio e
Leio®. Dado o risco para a satide humana, principalmente para os trabalhadores agricolas que
estdo mais expostos a este composto, seria recomendavel a limitacio do uso desta substiancia ja
que, de acordo com a legislacio brasileira, sio proibidos o registro de agrotdoxicos com
potenciais mutagénicos e/ou carcinogénicosm. O presente estudo apresenta assim mais um
exemplo da importancia de modelos tedricos proporcionados pela quimica quantica para a

identifica¢io de espécies com potencial carcinogénico.

A anilise multivariada das propriedades eletronicas separou adequadamente os compostos
escolhidos como controle de acordo com suas atividades (carcinégenos, nio-carcinogénicos e
protetores). Os graficos da ACP para os compostos investigados nesta pesquisa seguiram o
mesmo comportamento dos compostos-controle carcinogénicos. Todos os compostos
investigados nesta pesquisa apresentaram um forte cardter eletrofilico (elevada afinidade
eletronica), uma das caracteristicas importantes de compostos carcinogénicos (na carcinogénese
quimica), assim também com baixos valores do gap de interagio carcinégeno-DNA, permitindo
assim melhor transferéncia do elétron entre as espécies proximas, com alto valor para a atragio

eletrostatica DNA-Carcindgeno.

% Ledo, M. B. C.; Pavio, A. C. Modelo teérico para caracterizacao de carcinégeno (Tese). DQF/UFPE. Recife, 1999.
 Brazil. Lei No 7.802, de 11 de Julho de 1989. Didrio Oficial da Republica Federativa do Brasil. Brasilia. DF, 1989. Disponivel em:

<www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/17802. htm>, acessada em Janeiro 2014.
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De acordo com nossos resultados verificamos que o carbendazim e seus metabdlitos, 5-
HBC (n), 5-HBC-S (1, MBC-5,6-dihidro-diol (s), MBC-5,6-diol (§ e MBC-5,6-epdxido
(u), apresentaram carcinogenicidade semelhante a de carcindgenos conhecidos, como 2-

acetilaminofluoreno e aflatoxina-B1.

Foi realizado ainda um estudo da ACP para alguns fungicidas utilizados na fruticultura
brasileira, quando chegamos a conclusio de que estes compostos também apresentam atividade

carcinogénica.

Como perspectiva que se abre com este estudo, pretendemos ainda incluir novos
parametros, como exemplo, a energia de ligag¢io (Ej,) do complexo (Composto-DNA), nos
casos que nio foram estudados nas andlises estatisticas neste trabalho de dissertacdo, a fim de que

este procedimento permita um maior refinamento do modelo proposto por Pavio e Ledo.

Pretendemos propor uma modificagio estrutural na estrutura do carbendazim de forma a
localizar o LUMO e permitir a este orbital um aumento de energia, de modo a favorecer ao

composto uma menor agao carcinogénica.

Desejamos divulgar o método tedrico aqui utilizado para a ANVISA e outros 6rgios de
controle da saude publica, oferecendo esta alternativa simples, barata e eficiente para
identificagio de carcindgenos. A aplicagio do modelo desenvolvido por Pavio e Ledo visa
justamente estudar novas substancias, buscando obter uma indicagio tedrica, anterior aos
necessarios testes experimentais, da acdo carcinogénica de diversos compostos quimicos.
Levando-se em conta o principio da precaucio, este modelo é uma ferramenta como forma

alternativa para o registro, renovac¢io ou extensio de uso de agrotdxicos.
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E importante lembrar que este trabalho nio pretende ser uma andlise completa da
carcinogénese quimica, porém a ideia bdsica ¢ a de se estabelecer um caminho para uma possivel
e segura determina¢io qualitativa e quantitativa do poder carcinogénico de uma substancia

através da teoria de orbitais moleculares.
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Artigo

CARCINOGENICITY OF CARBENDAZIM AND ITS METABOLITES. The carcinogenic potential of carbendazim and its
metabolites was analyzed using statistical treatment of electronic parameters obtained from DFT/ 6-311++G(d,p) and AM1

calculations. The carcinogen-DNA interaction is described in the framework of the theory of unsynchronized resonance of covalent
bond as a process of electron transfer involving the HOMO and LUMO frontier orbitals. Through a Principal Component Analysis

(PCA) of the electron affinity, carcinogen-DNA interaction energy, electrostatic attraction and cell membrane permeability (dipole

moment | and partition coefficient LogP) evidence was obtained showing carbendazim displays carcinogenic activity. For the

metabolites of carbendazim, no evidence was found in the literature of their carcinogenic activities. However, the electronic

parameters for these metabolites exhibited similarity to known carcinogens, thereby showing the importance of the results obtained

in this study for a policy based on the precautionary principle.

Keywords: fungicides; chemical carcinogenesis; DFT and AM1 calculations.

INTRODUCAO

O fungicida benzimidazdélico metil-2-benzimidazole-carbamato
(MBCQ), férmula molecular C,H,N,O,, conhecido popularmente como
carbendazim (Figura 1),

0 CH,
(0]

g
pas
N

Figura 1. Formula estrutural do carbendazim

foi noticia internacional em janeiro de 2012, quando os EUA
proibiram a importa¢@o do suco de laranja brasileiro devido a presenga
deste fungicida. Esta decis@o causou um enorme impacto ja que o
Brasil destina cerca de 15% das suas 1,3 milhdes de toneladas de suco
de laranja aos EUA. O carbendazim € um produto legalizado no Brasil
e ¢ utilizado no combate de pragas como a Guignardia citricarpa
(pinta preta) e Colletotrichum acutatum (estrelinha), que sdo fungos
comuns em lavouras de laranjas.! Entretanto, segundo a Food and
Drug Administration (FDA), agéncia norte-americana responsavel
pela fiscalizag@o de alimentos e medicamentos, o consumo do fun-
gicida estd associado a um aumento no risco de tumores de figado e,
por essa razdo, a substéncia € proibida no pais.? Segundo as especi-
ficacoes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)® e
da U.S. Environmental Protection Agency (EPA),* o carbendazim ¢
um fungicida de classe toxicolégica III, considerado de toxicidade
média. A DL50, quantidade necessdria para matar metade de uma
populag@o em teste, para o carbendazim em ratos administrado por
via oral € de 6400 mg kg™ por peso do animal.” Em conformidade
com a tabela toxicoldgica da EPA, o MBC € considerado do grupo
C, classificado como possivel carcinégeno em humanos. Pesquisas
experimentais relatam a formacao de neoplasias hepatocelulares em
fémeas de camudongos* e a indugdo da atividade tumoral em células
do ovdrio humano.®

O tempo de meia vida do MBC no meio ambiente € relativamente

*e-mail: pavao@ufpe.br

alto, em torno de dois meses em condi¢des aerdbias e vinte e cinco
meses sob condi¢des anaerdbias.” Por conta disso, sua degradagéo ¢
considerada lenta, o que torna 0 MBC um composto quimicamente
estavel. Contudo na presenca de luz (fotodegradagdo) e em diferentes
condicdes ambientais, tais como mudancas na temperatura e no pH,
sua estabilidade € afetada, como por exemplo em meio alcalino e
na presenca de oxigénio torna-se mais instdvel e sua degradacdo ¢
acelerada. Na temperatura ambiente o MBC possui baixa solubilidade
em dgua, jd em temperaturas mais altas passa a ser soldvel.® Portanto,
este é um dos fatores que leva o carbendazim a ser encontrado no
meio ambiente na forma de residuos. Os produtos formados a partir
do processo de degradagdo do MBC dependem do meio onde ocorre
a degradagdo. A forma como € absorvido e/ou eliminado muda con-
forme o ambiente em que sofreu a decomposi¢do, se em animais,
plantas ou solo.

A rota metabdlica do MBC ja foi estudada em diversas espécies
de animais, tais como: galinhas, ratos, camudongos, coelhos, cachor-
ros, ovelhas, vacas, e em plantas e solos. Estudos com ratos revelam
que o MBC € bem absorvido quando administrados por via oral
cerca de 80 a 85%, sendo posteriormente metabolizado em diversos
compostos dentro do organismo.’ Durante o processo metabélico
do carbendazim em ratos (Figura 2), a principal reacio quimica que
ocorre € a hidroxilagio, '’ fornecendo como principais metabdlitos: o
5-hidroxi-2-benzimidazole-carbamato (5-HBC) encontrado na urina
e fezes de ratos machos; o 2-metoxicarbonil-amino-1H-benzimida-
zol-5-il-(sulfato de hidrogénio) (5-HBC-S); e 0 5,6-hidroxi-2-benzi-
midazole-carbamato-N-6xido (5,6-HOBC-N-6xido) encontrado nas
excretas de ratos fémeas, principalmente na forma glucuronizada.

Como metabdlitos secundarios temos o 5,6-dihidroxibenzimi-
dazol-2-il-carbamato (5,6-DHCB) que pode se metabolizar a 6-hi-
droxi-2-metoxicarbonil-amino-1H-benzimidazol-5-il-5-(sulfato de
hidrogénio) (5,6-DHCB-S) e 6-hidroxi-2-metoxicarbonil-amino-1H-
-benzimidazol-5-il-B—D-4cido glucopiranosiduronico (5,6-DHCB-G)
nas formas conjugadas sulfatadas e glucuronizadas, respectivamente.
Pesquisas descrevem que os metabdlitos secundérios citados ante-
riormente sdo excretados de forma rdpida por meio da urina em ratos
machos e fémeas."!

A intoxicag¢do por carbendazim € passivel de ocorrer por meio da
ingestdo de alimentos tais como: feijao, arroz, trigo, soja, citros onde
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Figura 2. Rota metabdlica do carbendazim em ratos

geralmente € aplicado esse fungicida.’ Os trabalhadores rurais aplica-
dores diretos do carbendazim nas plantagdes sofrem maiores riscos de
exposicao e intoxicagdo. Desse modo, para o Poder Piblico conceder
satisfatoriamente o direito a saide humana com alimentos seguros
e sauddveis, a toxicidade do principio ativo carbendazim necessita
passar por um processo de reavalia¢do pela ANVISA. Considerando
a problemdtica toxicidade do carbendazim e seus metabdlitos aos
efeitos mutagénicos, a causalidade deve ser estudada utilizando-se
o maior nimero possivel de informagdes, tanto qualitativas como
quantitativas. A modelagem quimica computacional que estuda a
interag@o de espécies quimicas com o DNA, enzimas e proteinas estd
cada vez mais em evidéncia e oferece uma opgdo vidvel por ser de
baixo custo e informar rapidamente sobre o potencial carcinogénico
de substancias quimicas. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi
caracterizar o potencial carcinogénico do carbendazim e seus meta-
bdlitos a partir de uma andlise estatistica de parametros eletronicos
obtidos por cdlculos precisos de quimica quantica.

METODOLOGIA

A partir de célculos quimico-quanticos de orbitais moleculares,
selecionamos um conjunto de descritores para realizar um estudo
estatistico visando caracterizar a atividade carcinogénica dos com-
postos aqui investigados. Este procedimento jé foi utilizado em vérios
trabalhos publicados sobre carcinogénese quimica, como os que des-
crevem com sucesso a atividade carcinogénica de aflatoxinas, DDT,
nitrosaminas, benzopirenos e uma variedade de pesticidas, além da
atividade protetora de antioxidantes (vitamina C e resveratrol) contra
o cancer.'>"” Por meio de um tratamento estatistico multivariado com
andlise de componentes principais (ACP) foi possivel correlacionar
os descritores eletronicos com o potencial cancerigeno. A ACP é uma
técnica estatistica que permite interpretar a estrutura de um conjunto
de dados diversos a partir das respectivas matrizes de varidncias-
covariancias ou de correlagdes entre os parimetros considerados.
Matematicamente, a ACP corresponde a uma fatoracdo da matriz
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X de dados originais com “n” carcinégenos e “p” descritores. Este CARCINOGENO CARCINOGENO
procedimento requer a diagonalizagdo da matriz de covariancia X'X, ~
em que X' ¢ a transposta da matriz X. Os elementos dos autovetores, ¢ ¢ ¢ ¢
que na ACP sdo chamados de pesos, representam a contribui¢do com -
que cada um dos eixos originais entra na composicao dos novos eixos, +
chamados de componentes principais. Os autovalores representam a B B B B
quantidade de variancia original explicada pelos respectivos autoveto-

DNA DNA

res. Metodologicamente, a ACP procura rotacionar os eixos originais
para a obten¢ao de um novo conjunto de eixos de menor dimensao que
concentre 0 maximo das informagdes. Os novos eixos apresentam um
certo padrdo que permite relacionar esses descritores com a atividade
estudada. Na andlise ACP € possivel estabelecer uma relac@o entre
determinados descritores com a propriedade que se deseja avaliar
sem necessariamente ter que levar em consideragdo as caracteristicas
estruturais dos compostos investigados. Assim, uma vantagem desta
técnica € que permite a descri¢do de determinada propriedade para
um conjunto de moléculas que ndo apresentam semelhangas em suas
estruturas geométricas. A informacdo considerada como relevante
na ACP refere-se as duas componentes principais. A primeira (PC1)
descreve o eixo de maior variancia, sendo neste eixo onde os pontos
se encontram mais espalhados. A segunda (PC2), ortogonal a PC1,
representa o segundo eixo de maior variancia residual. Veremos que os
célculos e graficos da ACP obtidos a partir do software computacional
STATISTICA 8.0, para o grupo de compostos estudados, separou de
forma clara os ndo-carcinogénicos, carcindgenos e protetores.

Os parametros selecionados para a ACP sdo: afinidade eletronica
adiabdtica (AE), energia de interagdo carcinégeno-DNA (AE,; ), atra-
¢do eletrostdtica carcindgeno-DNA (Aq), momento de dipolo elétrico
(1) e logaritimo do coeficiente de parti¢do (LogP). A justificativa para
a escolha deste conjunto considera que os parametros selecionados
devem ter alguma correlagdo com o problema em questdo. Assim,
vejamos inicialmente o caso da AE. Desde os trabalhos pioneiros de
Elizabeth Miller,"® substancias carcinogénicas tém sido reconhecidas
pela sua natureza eletrofilica, sendo capazes de reagir com sitios
nucleofilicos de macromoléculas como DNA e proteinas. Dai a
justificativa para a inclusdo de AE entre os pardmetros selecionados
para o estudo estatistico. Neste trabalho vamos utilizar a afinidade
eletronica adiabdtica (AE), que € obtida pela diferenca entre a ener-
gia total da molécula neutra e a energia total da molécula anidnica
(E,,, molécula neutra — E_, molécula anionica), estando ambas as
moléculas com suas geometrias otimizadas. Valores altos para AE
adiabdtica indicam que a molécula tem grande facilidade em receber
elétrons. Este procedimento € mais realista do que simplesmente usar
o Teorema de Koopmans ou calcular AE vertical, quando apenas a
geometria da molécula neutra € otimizada.

Outro parametro eletrénico aqui considerado € a diferenca de
energia (AE, ;) entre o orbital molecular ocupado de mais alta energia
(HOMO) do DNA e o orbital molecular desocupado de mais baixa
energia (LUMO) do carcinégeno. Segundo a teoria de ressonancia
ndo-sincronizada das ligagdes covalentes (RVB) desenvolvida por L.
Pauling," a transferéncia de elétron do DNA para o carcindgeno leva
a formac@o de uma ligacdo quimica covalente entre essas espécies
(Figura 3).

A RVB considera dois tipos de ressonancia: a sincronizada, como
aquela amplamente conhecida no caso da ressondncia do benzeno
onde uma ligagdo ¢ transferida sincronizadamente com outra, € a
ndo-sincronizada, onde apenas uma ligagdo ¢ transferida, resultando
na transferéncia de elétron de um dtomo para outro. E intrigante o fato
de que, embora Pauling tenha explicitado essas duas ressonancias em
sua formulag@o original da teoria da ressondncia e tenha utilizado a
ndo-sincronizada para explicar diversos fendmenos, somente a res-
sondncia sincronizada tenha se popularizado entre os quimicos. Em
diversos trabalhos que temos realizado também mostramos a utilidade

total

Figura 3. Ressondncia ndo sincronizada: C representa a espécie carcinogé-
nica e B a base do DNA

da ressonancia ndo-sincronizada para explicar fendmenos como magne-
tismo, supercondutividade, catdlise, estabilidade molecular e outros.'?
No caso presente da ressonancia ndo-sincronizada envolvendo o car-
cinégeno e o DNA, o descritor AE,, € uma medida da interagdo entre
essas espécies. Valores baixos da AE, ; indicam que a interagio serd
mais efetiva. Vale a pena destacar que este modelo de interacdo ja foi
aplicado para outras moléculas carcindgenas conhecidas.'>!”

Um esquema de orbitais moleculares da interag¢@o carcindgeno-
DNA ¢ mostrado na Figura 4, onde se representa a transferéncia de
elétron do HOMO da guanina para o LUMO do carcindgeno. Dentre
as bases nitrogenadas do DNA, a guanina € a que apresenta o menor
valor da energia de ionizacdo (energia do HOMO mais elevada), fato
que justifica a preferéncia dos carcindgenos por esta base. !

ENERGIA

e LUMO
CARCINOGENO
DNA
GUANINA

Figura 4. Modelo de transferéncia de elétron DNA/Guanina (HOMO) >
Carcinogeno (LUMO)

Conforme mostrado na Figura 5, a densidade de carga negativa
na guanina € mais pronunciada entre o oxigénio (O16) e o nitrogénio
(N7). Com base nos calculos DFT/BLYP 6-311++G(d,p), o oxigénio
apresenta uma maior densidade eletronica (com carga de Mulliken
-0,308), sendo portanto o sitio provével da interagdo do carcinégeno,
com a quebra da ligagdo do grupo carbonila.

A diferencga de carga entre o O16 da guanina e o d4tomo mais
positivo no sitio de ataque do carcinégeno, aqui denominada atragdo
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CARCINOGENO

Figura 5. Mapa do potencial eletrostdtico e distribui¢do de cargas da guanina.
Azul indica a densidade de carga positiva e vermelho a negativa

eletrostdtica carcindgeno-DNA, € outro descritor selecionado para
a presente andlise estatistica. O Aq € um indicador da facilidade de
aproximacdo do agente eletrofilico e o DNA para a transferéncia do
elétron. Quanto mais elevada for a atra¢@o eletrostatica do 4&tomo mais
positivo do carcinégeno e o O16 guanina, maior serd a facilidade
para transferéncia do elétron e para formar uma ligagdo quimica
entre estas espécies.

Os dois outros descritores que completam a lista utilizada na ACP
sdo: o logaritmo do coeficiente de particdo (LogP) e momento de
dipolo elétrico (1). Ambos estdo relacionados com a capacidade do
carcindgeno em ultrapassar a membrana celular e atingir o niicleo. O
LogP descreve a razdo das concentracdes do composto em dois meios
liquidos imisciveis em equilibrio (4gua e octanol), sendo que quanto
maior o valor de LogP, maior a afinidade com a regido hidrofébica
da membrana. Em relacdo ao momento de dipolo, quanto menor o
seu valor, maior serd a permeabilidade do composto na membrana
celular. Os valores do LogP foram calculados utilizando a versdo do
software ALOGPS 2.1.%°

E preciso lembrar que numa andlise estatistica ndo é necessario
um grande nimero de descritores, mas sim o maior nimero pos-
sivel de elementos no universo de andlise. Em nosso caso, iremos
analisar um total de 21 compostos, incluindo o carbendazim, seus
metabdlitos e os compostos controle. Foram utilizadas substan-
cias ndo carcinogénicas (dgua, glicose e glicerol), carcinégenos
conhecidos (benzopireno, tetracloreto de carbono, aflatoxina-
-B1, dimetilnitrosamina, 2-naftilamina e 2-acetilaminofluoreno)
e conhecidas substancias protetoras antioxidantes: resveratrol na
forma ionizada (resveratrol-H), acetilsalicilato e ascorbato. Todas
as moléculas foram desenhadas com o software GaussView 5.0 e os
calculos computacionais de modelagem molecular foram efetuados
com o software Gaussian 09.2! Nestes célculos utilizamos a Teoria
do Funcional da Densidade (DFT) em nivel BLYP, que combina o
funcional de troca proposto por Becke?? para corre¢do da energia
com o funcional de correlacdo desenvolvido por Lee, Yang e Parr.”®
O conjunto de fungdes de base utilizado foi o 6-311++G(d,p). Para
verificar a adequacdo do método BLYP/6-311++G(d,p) no calculo
das propriedades aqui analisadas seria necessdrio realizar uma
comparacio com dados experimentais. Entretanto, estes dados sdo
muito escassos para 0s compostos controle e inexistentes para os
metabdlitos do carbendazim, o que dificulta uma boa caracterizagio
por esta via (de toda forma, observamos uma boa concordincia com
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alguns valores disponiveis, como por exemplo, para o resveratrol
encontramos, | = 14,4 D e LogP = 2,9, enquanto os respectivos
valores experimentais sdo, L = 14,7 D e LogP = 3,0).2*» Uma alter-
nativa que utilizamos para analisar a adequag¢do do cdlculo DFT foi
realizar cdlculos semi-empiricos com o modelo AM1, que em geral
é bem parametrizado para reproduzir dados experimentais para o
tipo de moléculas aqui analisadas (para o resveratrol encontramos,
n=15,0D e LogP =3,1). Veremos que ambos os niveis de calculo
levam a resultados semelhantes na andlise estatistica da carcinogeni-
cidade do carbendazim e seus metabdlitos. Tal concordancia € uma
indica¢do a favor da confiabilidade dos cdlculos quimico-quanticos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os parametros eletrdnicos obtidos por
calculos DFT para o carbendazim, seus metabdlitos e para os com-
postos controle.

A primeira componente principal (PC1) € resultado da combina-
¢do linear das cinco varidveis calculadas (AE, AE,, |, u, Aqe LogP). A
PC1 foi composta por 61,39% da variancia total, enquanto a segunda
componente principal (PC2) foi composta por 19,95% da variancia
total, totalizando para as duas componentes principais 81,34% da
variancia total. Como mais de 50% dos resultados foi elucidado pelos
1° e 2° eixos, a correlagdo € claramente explicita.

PC1=-0,63 LogP + 0,96 AE,;; +0,33 u—0,96 AE-0,85Aq (1)
PC2=+0,11 LogP + 0,06 AE,, — 0,92 u+ 0,01 AE-0,36 Aq (2)

A Equacgio 1 da primeira componente principal (PC1) e a Equacao
2 da segunda componente principal (PC2) permitem verificar as vari-
dveis que mais contribuem para identificar o potencial carcinogénico
dos compostos investigados. Os resultados da PC1, com maior peso
para AE, AE,,, Aq e LogP, e PC2 com maior peso para a varidvel
U, separaram de forma clara no gréafico os trés grupos de compostos
(Figura 6): ndo-carcindgenos, carcindgenos e protetores.

Carbendazim e seus metabdlitos tém pardmetros préximos
aos dos compostos cancerigenos aqui utilizados e sdo, portanto,
classificados como potencialmente cancerigenos com base nesse
modelo. Na andlise comparativa dos resultados, € possivel afirmar
pela posicdo do carbendazim (simbolo m) e o metabélito MBC-5,6-
epoxido (simbolo u) na Figura 6, que estes compostos apresentam
o maior potencial carcinogénico, uma vez que se encontram bem a
esquerda da PC1. Compostos a esquerda (valores negativos) da PC1
tém alta AE, contribuindo com maior peso (96%) para o potencial
carcinogénico. Também apresentam elevados valores de Aq (85%) e
LogP (63%). Pode ser visto na Tabela 1 que o carbendazim apresentou
um maior valor para o LogP, tendo uma correlagdo inversa com o
momento de dipolo elétrico. Os outros metabdlitos do carbendazim
estdo agrupados muito proximos na Figura 6, indicando que possuem
um potencial carcinogénico muito semelhante. Os compostos nao-
-carcindgenos (em azul) e protetores (em verde) na Figura 6 estdo
deslocados para a direita (valores positivos) da PC1, com elevados
valores de AE,;;. Ainda na Figura 6, vemos que dentre o grupo de
substancias protetoras, o resveratrol possui um momento de dipolo
elétrico maior, o que o desloca para mais baixo na Figura 6 (valor
negativo na PC2).

A Figura 7 mostra o resultado da ACP utilizando dados dos cdlcu-
los semi-empiricos AM1, que igualmente aos resultados DFT, separa
os trés tipos de compostos analisados. A varidncia total para as duas
componentes principais € de 80,53 %, muito préxima do valor obtido
para os cdlculos DFT (81,34%), explicitando claramente a correlagao
entre os descritores da carcinogenicidade do carbendazim e seus
metabdlitos. Tal como no resultado DFT, com AM1 a PC1 fornece
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Tabela 1. Pardmetros eletronicos do carbendazim, metabélitos e compostos controle (DFT)

Substancia Simbolo AE (eV) AE, , (eV) u (D) Aq LogP
Agua a -0,734 6,517 2,130 0,551 -1,380
Glicerol b -0,408 5,863 3,424 0,257 -2,320
Glicose c -0,217 5,436 2,192 0,221 -3,170
Acetilsalicilato d 0,380 4,654 12,837 0,988 1,190
Ascorbato e 0,244 5,047 13,949 0,561 -2,410
Resveratrol-H f 0,219 5,266 14,418 1,203 2,890
Benzopireno g 3,530 2,457 0,018 1,198 6,400
2-Naftilamina h 2,714 3,483 1,965 0,840 2,170
Tetracloreto de carbono i 4,183 2,013 0,001 1,550 2,860
Aflatoxina-B1 j 3,993 2,312 8,584 1,156 0,450
Dimetilnitrosamina k 3,149 3,047 4,309 1,390 -0,640
2-acetilaminofluoreno 1 2,959 3,238 3,814 1,312 3,030
Carbendazim m 3918 2,982 3,313 1,502 1,520
5-HBC n 2,442 3,755 3,735 1,404 0,780
5,6-HOBC-N-6xido o 2,613 3,473 6,354 1,501 -0,790
5,6-DHBC-S p 2,794 3,156 5911 1,519 -0,500
5,6-DHBC-G q 2,765 3,203 7,546 1,506 -1,010
5-HBC-S r 2,712 3,348 6,444 1,489 -0,670
MBC-5,6-dihidro-diol s 2,890 2,993 5,866 1,527 -0,590
MBC-5,6-diol t 1,360 3,836 4,190 1,402 0,180
MBC-5,6-epoxido u 3,987 2,938 5,747 1,612 0,040

5 5

4 4 - ..

carcin(’)genos nao-carcinogenos
3 ndo-carcindgenos 3 carcindgenos
2 2

PC2:19,95%
=}

PC1:61,39%

Figura 6. PCA dos descritores eletronicos do carbendazim, metabdlitos e
compostos controle (DFT)

maior peso para EA, AE,; e i, e a PC2 para |1 e Aq, que assim sepa-
ram de forma clara os trés grupos de compostos: ndo-carcinégenos,
carcindgenos e protetores.

Apesar dos poucos dados na literatura sobre a carcinogenicidade
do carbendazim, estudos em animais apontam que ele pode prejudicar
o sistema hepdtico, afetar a produc¢@o de hormonios causando ano-
malias da diferenciacdo sexual e da reprodugdo (sistema enddcrino),
provocar alteragdes cromossdmicas com anomalias do nimero de
cromossomos nas c€lulas, tanto em testes in vitro, como in vivo,
trazendo danos a molécula do DNA (efeitos mutagénicos) e pertur-
bar o desenvolvimento embriondrio ou fetal (efeitos teratogénicos/
embriotoxicidade).? Estudos recentes relatam que a toxicidade do
carbendazim em ratos € capaz de afetar o aparelho reprodutor mas-
culino com anomalias na formacao dos espermatozoides, diminuigao
da fertilidade e atrofia testicular do epididimo (toxicidade testicular
reprodutiva).®® Assim, podemos concluir que nossos resultados para
o carbendazim sdo compativeis com os efeitos relatados acima.

PC2:27,14%
=1

-2
I'mry
3 nsu )
- protetores
-4
-5
5 4 3 2 1 0 -1 -2 -3 -4 -5

PC1:53,39%

Figura 7. PCA dos descritores eletronicos do carbendazim, metabdlitos e
compostos controle (AM1)

Quanto aos metabdlitos do carbendazim, ndo foi possivel localizar
na literatura evidéncias de suas atividades carcinogénicas (assim
também como ndo localizamos valores experimentais de momento
de dipolo elétrico, afinidade eletronica e coeficiente de parti¢do). No
entanto, os parametros eletronicos para estes metaboélitos apresen-
taram similaridade aos carcindgenos conhecidos, mostrando assim
a importancia dos resultados obtidos nesse estudo para uma politica
baseada no principio da precaugio.

CONCLUSAO

Com base numa andlise estatistica de parametros eletronicos
obtidos por célculos de quimica quantica, o fungicida carbendazim e
seus metabolitos sdo indicados como potencialmente carcinogénicos.
Dado o risco para a saide humana, principalmente para os traba-
lhadores agricolas que estdo mais expostos a este composto, seria
recomenddvel a limitagdo do uso desta substancia ja que, de acordo
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com a legislagdo brasileira, sdo proibidos o registro de agrotdxicos
com potenciais mutagénicos e/ou carcinogénicos.”’ O presente estudo
apresenta assim mais um exemplo da importancia de modelos tedricos
proporcionados pela quimica quantica para a identificagdo de espécies
com atividades carcinogénicas.
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