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RESUMO

Alguns derivados andlogos da cafeina apresentam atividade contra o cancer de pele. Neste
trabalho, métodos de estatistica multivariada foram usados na constru¢do de um modelo capaz
de discriminar os derivados analogos da cafeina em ativos e inativos baseando-se na correlagio
da atividade bioldgica, descritores geométricos e eletronicos. Dos 70 descritores calculados
usando a teoria do funcional da densidade (DFT), com o funcional de troca e correlagdo B3LYP
e o conjunto de base 6-31G* implementados no programa Gaussian 03, 10 foram pré-
selecionados baseados no peso de Fischer e, finalmente, cinco descritores (dR1, dR3, LogPRI,
LogPR3 e area molar) foram selecionados para a constru¢do do modelo de componentes
principais. Esse modelo foi capaz de discriminar os andlogos em ativos e inativos usando apenas
uma componente principal, sendo que esta componente responde sozinha por 49% da variancia
total dos dados. A analise hierarquica de cluster, usando os descritores selecionados pela analise
de componentes principais, mostra que os derivados analogos da cafeina podem ser agrupados
em dois grandes grupos: ativos e inativos. Os resultados deste trabalho sugerem que a atividade
anticancerigena para o cancer de pele destes derivados estd relacionada com as propriedades
hidrofobica, estérica e eletronica e podem ser utilizados para auxiliar o planejamento de novos

derivados de cafeina com atividade anticancerigena mais pronunciada.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer de pele, Relagdo estrutura atividade, cafeina.
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ABSTRACT

Some caffeine analogues present activity against skin cancer. In this work, chemometric
methods were applied in the search for building discriminant models between active and
inactive analogues, based on the correlations among their biological activities and electronic and
geometric molecular descriptors. From 70 descriptors calculated with density functional theory
(DFT) with the exchange correlation functional B3LYP and the basis set 6-31G* (Gaussian 03),
10 ones were pre-selected based on their Fisher weights, and finally five descriptors (dR1, dR3,
LogPR1, LogPR3 and molar area) were selected for a principal component analysis. This
analysis was able to discriminate the analogues in active and inactive by using only one
principal component, accounting for 49 % of the total variance. The cluster hierarchical
analysis, using the descriptors selected by principal component analysis, shows that the caffeine
analogues can be grouped into two major groups: active and inactive. The results of this work
suggest that the anticancer activity of those analogues is related with hydrophobic, steric, and
electronic properties and can be used to help modeling new caffeine analogues with more

pronounced anticancer activity.

KEY WORDS: Cancer of skin, Relation structure activity, caffeine.
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CAPITULO I

1 INTRODUCAO

Historicamente as plantas sempre foram, tanto no passado como no presente, uma
importante fonte de compostos com algum tipo de atividade bioldgica. Entretanto, no inicio, a
escolha das plantas para aplicacdes farmacéuticas baseava-se em aspectos mais empiricos que
propriamente cientificos. Atualmente, a busca por compostos lideres através de estudos que
visam modificagdes estruturais em prol da melhoria da atividade ou diminui¢do de efeitos
indesejaveis como a toxicidade dos compostos representa dois dos principais propositos da
Quimica Medicinal (MONTANARI; BOLZANI, 2001).

Como conseqiiéncia do avango computacional, muitas ferramentas foram geradas e
passaram a ser amplamente utilizadas para construir representagdes e modelos de estrutura
molecular, bem como o calculo de diversas propriedades moleculares (MARTIN, 1998;
CRUCIANI, et al., 1998; DUNN, HOPFINGER, 1998). O comportamento e as caracteristicas
de uma determinada molécula ou conjuntos das mesmas podem, entdo, ser simulados através
de programas computacionais [HyperChem, Spartan, Ampac, Gaussian, Chemsketch,
Arguslab, etc.] (BECK, CLARK, 1998; ANDREONI, 1998), tendo a quimica quantica um
carater especial na obtencdo de descritores que podem, a principio, expressar as propriedades
energéticas, geométricas e eletronicas de uma molécula, e suas interagdes com o meio
ambiente. Estas simula¢des fornecem varias propriedades que podem ser tteis em Quimica
Medicinal, pois podem ajudar a explicar conexdes ou relagdes entre a estrutura e a atividade
biolégica (CARBO-DORCA et al., 2000). Sio de importincia nesta area, a mecanica

quantica, a mecanica molecular, a analise conformacional, a teoria de graficos moleculares, o



planejamento de moléculas auxiliado por computador e as relacdes quantitativas de estrutura-
atividade (SILVERMAN, 1992).

Independente da técnica adotada para o desenvolvimento de novos farmacos, sabe-se
que modificagdes na estrutura de uma molécula podem modificar suas propriedades fisico-
quimicas, podendo, assim, revelar efeitos que estavam latentes ou mascarados no composto
matriz de partida (ou composto lider) (KOROLKOVAS, BUCKHALTER, 1982). Entdo, a
busca por relagdes quantitativas entre as varidveis (ou descritores) fisico-quimicas associadas
a uma dada estrutura quimica (representada por uma ou algumas configura¢des e/ou
conformagdes moleculares) e a resposta biologica representam o objetivo do estudo da relagdo
quantitativa estrutura atividade (QSAR). Estas relagcdes ajudam a entender e explicar a diregao
das forcas que agem por tras da ag¢do do farmaco, contribuindo para o desenvolvimento de
novos compostos com as propriedades biologicas desejadas. A resposta biologica € resultado
do tipo de interacdo entre o firmaco e o receptor (biomacromolécula), a qual pode ser
dividida, principalmente, em estruturalmente inespecifica (dependem unica e exclusivamente
de suas propriedades fisico-quimicas para promover o efeito bioldgico) e especifica.

Para obter boas correlagdes entre uma propriedade ou estrutura e a sua atividade
biologica é fundamental que se utilizem descritores apropriados, indiferentemente se eles vém
de origem teorica, empirica ou derivada de medidas experimentais (KARELSON et al.,
1996). Muitos dos descritores refletem propriedades moleculares simples, e podem ajudar na
compreensdo da natureza fisico-quimica da atividade/propriedade sob consideragdo e, assim,
viabilizar a proposi¢do da modificacdo estrutural que leve a mudanca de
atividade/propriedade desejada.

Um estudo realizado em 2008 investigou a quimioprofilaxia de 47 estruturas
moleculares diferentes da cafeina e seus andlogos. Este estudo foi baseado nas estruturas
quimicas, as quais diferem no comprimento das cadeias laterais alquilas (radicais). Esta
diferengca do tamanho dos radicais - sendo trés analisados [radical 1 (R1), radical 3 (R3) e
radical 7 (R7)] mostrou que a atividade antitumoral destes compostos estd relacionada com o
niumero de carbonos destes radicais (ROGOZIN et al.,2008). Com base no estudo destes
autores, o presente trabalho investigou a relacdo dos descritores geométricos e eletronicos da
cafeina mais 46 estruturas quimicas andlogas a mesma, totalizando 47 estruturas. Usou-se a
teoria do funcional da densidade (DFT — Density Function Theory) com o funcional de troca e
correlagdo B3LYP e o conjunto de base 6-31G* para calcular os descritores moleculares. A
Analise de Componente Principal (PCA — Principal Component Analysis) para obter a relagdo

estatistica entre os descritores moleculares e a atividade biologica. Os resultados obtidos no



presente trabalho podem ser usados para modelar novos andlogos que sejam potencialmente
ativos contra o cancer de pele. Contudo, neste estudo retratava que alguns analogos de xantina
exerciam atividade anticancerigena em culturas de células epidermais em modelos animais.
Portanto, baseava-se na prevengdo do fator de crescimento epidérmico (EGF), fator este que
induziu a transformagdo maligna nas células epidérmicas de ratos JB6 sensiveis ao
desenvolvimento (P+) C141 (JB6 P+). As 47 estruturas testadas estdo representadas nas
Tabelas 1 e 2. Todas as estruturas foram baseadas numa estrutura principal, isto €, estrutura
que se repete em todos os compostos analisados, mudando apenas os radicais 1, 3 e 7, como
pode ser observada na Figura 1. Resultados indicaram que a inibicdo das células de
transformagdo para o 1,3,7-trialquilxantinas depende do numero de carbonos para o grupo
alquil R1, R3 ou R7. Os valores de 50% de inibi¢do das transformagdes das células (ICTs)

obtidos pelo referido estudo estdo representados na Tabela 3.

TABELA 1 — Estruturas quimicas de substituintes de 1, 3, 7-alquilxantinas.

Nome dos compostos Radical 1 (R1) Radical 3 (R3) Radical 7 (R7)
XANTINA (1) H H H
1-METILXANTINA (2) Me H H
3-METILXANTINA (3) H Me H
7-METILXANTINA (4) H H Me
1,3-DIMETILXANTINA (TEOFILINA) (5) Me Me H
1,7-DIMETILXANTINA (PARAXANTINA) (6) Me H Me
3,7-DIMETILXANTINA (TEOBROMINA) (7) H Me Me
1,3,7-TRIMETILXANTINA (8) Me Me Me
1-ETILXANTINA (Xt 101) (9) Et H H
3-ETILXANTINA (NY 457) (10) H Et H
1-ETIL-3-METILXANTINA (11) Et Me H
1,3-DIETILXANTINA (Xt 023) (12) Et Et H
1-PROPILXANTINA (Xt 102) (13) Et Et H
3-PROPILXANTINA (EMPROFILINA) (14) H n-Pro H
1-PROPIL-3-METILXANTINA (Xt 055) (15) n-Pro Me H
3-PROPIL-7-METILXANTINA (Xt 016) (16) H n-Pro Me
1,7-DIMETIL-3-PROPILXANTINA (Xt 017) (17) Me n-Pro Me
1-ETIL-3-PROPILXANTINA (Xt 015) (18) Et n-Pro H
3-PROPIL-7-ETILXANTINA (Xt 018) (19) H n-Pro Et
1-METIL-3-PROPIL-7-ETILXANTINA (Xt 074) (20) Me n-Pro Et
1-ETIL-3-PROPIL-7-METILXANTINA (Xt 071) (21) Et n-Pro Me
1,3-DIPROPILXANTINA (Xt 043) (22) n-Pro n-pro H
3,7-DIPROPILXANTINA (Xt 019) (23) H n-Pro n-Pro
1-METIL-3,7-DIPROPILXANTINA (Xt 075) (24) Me n-Pro n-pro
1-BUTILXANTINA (Xt 103) (25) n-Bu H H
3-BUTILXANTINA (NY 466) (26) H n-Bu H
1-BUTIL-3-METILXANTINA (Xt 056) (27) n-Bu Me H
1-METIL-3-BUTILXANTINA (Xt011) (28) Me n-Bu H




TABELA 2 — (Continuaco) Estruturas quimicas de substituintes de 1, 3, 7-alquilxantinas.

Nome dos compostos Radical 1 (R1) Radical 3 (R3) Radical 7 (R7)
1-ETIL-3-BUTILXANTINA (Xt 031) (30) Et n-But H
1-BUTIL-3-ETILXANTINA (Xt 060) (29) n-Bu Et H
1-PROPIL-3-BUTILXANTINA (Xt 047) (31) n-Pro n-Bu H
1-BUTIL-3-PROPIL-7-METILXANTINA (Xt 073) (32) n-Bu n-Pro Me
1,3-DIBUTILXANTINA (Xt 048) (34) n-Bu n-Bu H
1-PENTILXANTINA (Xt 104) (35) n-Pent H H
1-PENTIL-3-METILXANTINA (Xt 057) (36) n-Pent Me H
1-PENTIL-3-ETILXANTINA (Xt 061) (37) n-Pent Et H
1-ETIL-3-PENTILXANTINA (Xt 066) (38) Et n-Pent H
1-PENTIL-3-PROPIL-7-METILXANTINA (Xt 078) (39) n-Pent n-Pro Me
1-PENTIL-3-BUTILXANTINA (Xt 049) (40) n-Pent n-Bu H
1-HEXILXANTINA (Xt 105) (41) n-Hex H H
3-HEXILXANTINA (Xt 040) (42) H n-Hex H
1-METIL-3-HEXILXANTINA (Xt 069) (43) Me n-Hex H
1-HEXIL-3-ETILXANTINA (Xt 062) (44) n-Hex Et H

Fonte: Rogozin, et al.,2008.

Nota: H = hidrogénio; Me = metil; Et = etil; n-Pro = propil; n-But = butil; n-Pent = pentil ¢ n-Hex = hexil.

R3

FIGURA 1: Estrutura base das 1,3,7-trialquilxantinas. Fonte: Rogozin, et al., 2008.



TABELA 3 — Atividades de inibi¢do de substituintes de 1, 3, 7-alquilxantinas na indugéo do fator de crescimento
EGF na transformac¢ao neoplasica de células JB6 P+.

Nome dos compostos ICT 50 (mM)
XANTINA (1) 0,45
1-METILXANTINA (2) 0,53
3-METILXANTINA (3) 0,47
7-METILXANTINA (4) 118
1,3-DIMETILXANTINA (TEOFILINA) (5) 0,75
1,7-DIMETILXANTINA (PARAXANTINA) (6) 1,27
3,7-DIMETILXANTINA (TEOBROMINA) (7) 0,47
1,3,7-TRIMETILXANTINA (8) 0,48
1-ETILXANTINA (Xt 101) (9) 0,49
3-ETILXANTINA (NY 457) (10) 0,51
1-ETIL-3-METILXANTINA (11) 0,24
1,3-DIETILXANTINA (Xt 023) (12) 0,38
1-PROPILXANTINA (Xt 102) (13) 0,43
3-PROPILXANTINA (EMPROFILINA) (14) 0,37
1-PROPIL-3-METILXANTINA (Xt 055) (15) 0,47
3-PROPIL-7-METILXANTINA (Xt 016) (16) 0,56
1,7-DIMETIL-3-PROPILXANTINA (Xt 017) (17) 0,20
1-ETIL-3-PROPILXANTINA (Xt 015) (18) 0,38
3-PROPIL-7-ETILXANTINA (Xt 018) (19) 0,16
1-METIL-3-PROPIL-7-ETILXANTINA (Xt 074) (20) 0,25
1-ETIL-3-PROPIL-7-METILXANTINA (Xt 071) (21) 0,30
1,3-DIPROPILXANTINA (Xt 043) (22) 0,13
3,7-DIPROPILXANTINA (Xt 019) (23) 0,33
1-METIL-3,7-DIPROPILXANTINA (Xt 075) (24) 0,30
1-BUTILXANTINA (Xt 103) (25) 0,68
3-BUTILXANTINA (NY 466) (26) 0,29
1-BUTIL-3-METILXANTINA (Xt 056) (27) 0,30
1-METIL-3-BUTILXANTINA (Xt 011) (28) 0,18
1-BUTIL-3-ETILXANTINA (Xt 060) (29) 0,05
1-ETIL-3-BUTILXANTINA (Xt 031) (30) 0,05
1-PROPIL-3-BUTILXANTINA (Xt 047) (31) 0,12
1-BUTIL-3-PROPIL-7-METILXANTINA (Xt 073) (32) 0,05
1-METIL-3-PROPIL-7-BUTILXANTINA (Xt 077) (33) 0,13
1,3-DIBUTILXANTINA (Xt 048) (34) 0,15
1-PENTILXANTINA (Xt 104) (35) 0,56
1-PENTIL-3-METILXANTINA (Xt 057) (36) 0,10
1-PENTIL-3-ETILXANTINA (Xt 061) (37) 0,05
1-ETIL-3-PENTILXANTINA (Xt 066) (38) 0,15
1-PENTIL-3-PROPIL-7-METILXANTINA (Xt 078) (39) 0,04
1-PENTIL-3-BUTILXANTINA (Xt 049) (40) 0,03
1-HEXILXANTINA (Xt 105) (41) 0,39
3-HEXILXANTINA (Xt 040) (42) 0,05
1-METIL-3-HEXILXANTINA (Xt 069) (43) 0,02
1-HEXIL-3-ETILXANTINA (Xt 062) (44) 0,05
1-ETIL-3-HEXILXANTINA (Xt 070) (45) 0,01
1-HEXIL-3-PROPIL-7-METILXANTINA (Xt 079) (46) 0,03
1-HEXIL-3-BUTILXANTINA (Xt 050) (47) 0,03

Fonte: Rogozin, et al.,2008.



Através das estruturas quimicas e dos valores de ICTs, obtidos do estudo citado deu-
se inicio a pesquisa da relacdo de todas as estruturas com a atividade anticancerigena (cancer
de pele), através dos calculos obtidos para ICTs, de todas as moléculas, verificou-se que
algumas estruturas obtiveram concentragdes minimas para a inibicdo da transformagdo
neoplasica. Portanto, Rogozin, ef al. consideraram ativas as estruturas com valorest a 0,15
mM e inativas valogesa 0,16 mM. Contudo, esta informacdo foi de fundamental

importancia para o estudo da andlise guimiométrica.

1.1 Cancer de Pele

O cancer de pele ¢ um tumor maligno caracterizado pela presenca de células
epiteliais que crescem e se multiplicam de maneira anormal e descontrolada; é um tipo de
cancer cada vez mais frequente e que afeta um grande nimero de pessoas em todo mundo.
Qualquer pessoa podera desenvolver o cancer de pele. A pele estd formada por diversas
camadas diferentes e, de acordo com a camada acometida por esse crescimento anormal e
descontrolado de células, tém-se os diferentes tipos. Os mais comuns s3o: carcinoma
basocelular (CBC), carcinoma espinocelular ou epidermédide (CEC) e melanoma maligno
(ALMEIDA, 2004).

A incidéncia do céancer de pele tem aumentado em todo o mundo nas ultimas trés
décadas (MARTIN, 1995; ROSEMBERG et al., 1997, SOUVIGNIER et al., 1996), sendo
essa a forma de cancer mais prevalente. Inumeras causas tém sido apontadas: mudanga de
habitos de vida com exposi¢do solar excessiva; rarefacdo da camada de ozdnio (MARTIN,
1995; RHODES, 1995); envelhecimento populacional (GARRIDO, 2003); e o diagnostico
precoce (GARRIDO, 2003; RHODES, 1995). Dentre os fatores fenotipicos que oferecem
susceptibilidade ao cancer de pele, destacam-se tipo da cutis, cor dos olhos e cabelos,
presencga de sardas e nevus, historia pessoal ou familiar de cancer de pele (ARMMINGS et
al., 1997).

A radiag@o ultravioleta (RUV) ¢ um carcindgeno completo. Inicia o processo de
malignizacdo por meio de mutagdes no DNA e promove o desenvolvimento do cancer por
processo inflamatdrio inerente a exposi¢do UV cumulativa (BERGFELD, 1997). A RUV
contribui para o desenvolvimento de ambas as formas de cancer da pele: melanoma e nao-
melanoma. Os tumores ndo-melanociticos estdo associados a a¢do solar cumulativa, enquanto
os melanociticos estdo intimamente associados a episodios intensos de exposi¢do solar aguda,

resultando em queimadura solar (ARMMINGS et al., 1997). Observa-se que as manifestagoes



cutaneas apresentam um espectro evolutivo de aparecimento, nesta ordem: queimadura,
espessamento da pele, manchas hipercromicas, rugas finas, rugas profundas, ceratose actinica
e cancer da pele (BERGFELD, 1997).

A Organizagdo Mundial da Satde (2009) (WHO — World Healt Organization) ja
considera este tipo de cancer um risco mundial, uma vez que estima que em 2010 ocorra um
caso para cada 50 pessoas vitimas de melanoma, um dos tipos de cancer de pele mais comuns.
A OMS observa que a incidéncia do cancer de pele esta em evolugdo em todo o mundo, desde
1935, quando entdo o risco era de um para cada 1,5 mil pessoas em desenvolver melanoma.
Com estudos que ja apontavam, em 2001, um caso a cada 71 pessoas, constata-se que o risco
aumentou 20 vezes nos ultimos 50 anos, o que leva a uma proje¢do assustadora para o ano de
2010.

No Brasil, as estimativas para o ano de 2008 validas também para o ano de 2009,
apontam que ocorrerdo aproximadamente 466.730 casos novos de cancer. Os tipos mais
incidentes, a excecdo do cancer de pele do tipo ndo melanocitico, serdo os canceres de
préstata e de pulmio no sexo masculino e os canceres de mama e de colo do utero no sexo
feminino; acompanhando o mesmo perfil de magnitude observada no mundo. Portanto, sio
esperados 231.860 casos novos para o sexo masculino e 234.870 para o sexo feminino.
Estima-se que o cancer de pele do tipo ndo melanocitico (115 mil casos novos) sera o mais
incidente na populagdo brasileira, seguido pelos tumores de prostata (49 mil), de mama
feminina (49 mil), de pulmdo (27 mil), de cdlon e reto (27 mil), de estdmago (22 mil) e de

colo do tutero (19 mil) (Figura 2) (INCA, 2007).
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FIGURA 2: Tipos de cancer mais incidentes, estimados para o ano de 2008, na populacdo brasileira, sem pele

ndo melanocitico. Fonte: INCA, 2007.



O INCA, (2007, p.24) ainda retrata que:

Diante de tal cenario, fica clara a necessidade de continuidade em investimentos no
desenvolvimento de agdes abrangentes para o controle do cancer, nos diferentes
niveis de atuagdo como: na promogdo da saude, na detec¢do precoce, na assisténcia
aos pacientes, na vigilancia, na formagdo de recursos humanos, na comunicacdo e
mobilizagdo social, na pesquisa e na gestdo do SUS.

1.2 Xantinas (Metilxantinas)

Metilxantinas sdo constituintes quimicos importantes de varias bebidas alimenticias
ou estimulantes ndo alcodlicos, como café, cha-da-india, guarana, cola e chocolate,
consumidas em todo o mundo, sejam como preparagdes caseiras ou produtos industrializados,
com grande importancia econdmica e cultural. As mais abundantes sdo a cafeina, a teofilina e
a teobromina (Figura 3). A cafeina e a teofilina tém grande aplicagdo farmacéutica. A cafeina
¢ obtida de fontes vegetais, principalmente do café. A teofilina ¢ encontrada em pequenas

quantidades no reino vegetal, sendo obtida principalmente por sintese total (SUZUKI et al.,
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FIGURA 3: Estruturas quimicas derivadas da xantina: A (cafeina), B (teofilina) e C (teobromina). Fonte:
Rogozin, et al., 2008.



Em fun¢fo de sua origem biogenética, ndo originarias de aminoacidos, mas de bases
puricas e de seu carater anfétero, pois podem se comportar como acidos ou bases, as
metilxantinas podem ser consideradas como pseudoalcaldides. Mas, devido a sua atividade
bioldgica marcante, distribuicdo restrita e presenca de nitrogénio heterociclico, muitos autores

classificam as metilxantinas como alcaldides verdadeiros, denominados alcaldides purinicos.

1.2.1 Historico

Bebidas contendo metilxantinas sdo consumidas desde tempos remotos, datando
provavelmente da era paleolitica. A mais antiga delas parece ser o chd-da-india, cuja primeira
menc¢do documentada de uso ¢ atribuida ao imperador chinés Shen Nung, em 2737 a.C. O
primeiro relato escrito do uso do café data do século X, utilizado como bebida quente na
Arabia, por volta de 1000 d.C. Porém, este vegetal ¢ cultivado na Etiopia desde 575 d.C.,
onde foi inicialmente utilizado triturado com gordura, como alimento e a partir da
fermentagdo dos frutos, como vinho. O cacau também tem uma longa histéria. Uma bebida
doce, considerada presente dos deuses e obtida a partir de fermentagdo, denominada
chocolate, foi oferecida pelo imperador asteca Montezuma aos conquistadores espanhdis em
1519. Esta bebida foi introduzida na Europa, onde originaram-se as mais variadas formas,
consumidas e apreciadas mundialmente (ROBERTS; BARONE, 1983; STEFANOVICH,
1989).

O inicio do conhecimento cientifico das xantinas data de 1776, quando Carl
Wiilhelm Von Scheel isolou o acido turico de célculos biliares e da urina humana. Mais de
cem anos depois, em 1884, E. Fischer sugeriu que o acido urico e substancias quimicamente
similares poderiam ser denominadas “purinas”, incluindo muitos compostos biologicamente
ativos, como a adenosina e as metilxantinas. A cafeina foi primeiramente isolada dos graos de
café por F. Runge, em 1820. Alguns anos mais tarde, uma substancia idéntica foi isolada das
folhas do cha-da-india por Ondry e denominada de “teina”. A teofilina (“folha divina™) foi
isolada por A. Kossel, em 1888, ¢ a teobromina (“alimento divino) foi isolada das sementes
do cacau por Woskeresensky, em 1842. A estrutura destas metilxantinas foi elucidada em
1897, por E. Fischer (STEFANOVICH, 1989).

Em 1895, E. Fischer desenvolveu um método para a sintese da cafeina e teofilina.
Este método ndo se mostrou adequado para a sintese de outros derivados e, em 1900, W.
Traube introduziu um método mais versatil, que ainda ¢ utilizado atualmente,

(STEFANOVICH, 1989).
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1.2.2 Biogénese

Os precursores biogenéticos das metilxantinas podem ser bases puricas livres, como
hipoxantina, adenina, guanina, ¢ também nucleosideos (GOODWIN; MERCER, 1975). A
adenina parece ser o precursor mais importante (SUZUKI et al., 1992; ASHIARA, 1993). A
purina contém o anel de seis membros da pirimidina fundido com o anel de cinco membros do
imidazol e é bastante rara no reino vegetal, sendo mais comumente encontrados os derivados
metilados da 2,6-dioxipurina, as metilxantinas. No reino animal, os derivados da purina sao
resultantes da quebra de acidos nucléicos ou via biossintese. Em vegetais superiores, o
metabolismo das purinas tem sido principalmente estudado no cha-da-india e café. Nestes
vegetais, o anel purina ¢ sintetizado, a partir de IMP (monofosfato de inosina), pela rota da
biossintese “de novo”, apresentada na Figura 4. A cafeina ¢ sintetizada a partir da xantosina,
via 7-metilxantosina, 7-metilxantina e teobromina e o grupamento doador de metilas é a S-
adenosilmetionina (SAM). A metilxantina ndo serve como precursor direto para a cafeina,
sendo catabolizada pela rota convencional de degradacdo das purinas, via acido urico

(SUZUKI et al., 1992).

T-meatilxantesing 3,7-dimetilxantinz (taobrominz)
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FIGURA 4: Esquema das vias de sintese (A) e de degradaco (B) da cafeina. Fonte: OLIVEIRA, 2007.
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1.2.3 Propriedades farmacologicas e uso terapéutico

As metilxantinas apresentam um amplo espectro de atividades farmacologicas,
agindo sobre os sistemas nervoso central, cardiovascular, renal e digestivo; sobre o
metabolismo de carboidratos e lipideos, estimulando a lipélise, entre outros (SAWYNOK,
1995). Os efeitos sdo qualitativamente semelhantes, mas quantitativamente diferentes e, em
funcdo da poténcia, as diferentes metilxantinas s3o empregadas com diferentes finalidades
terapéuticas (STEFANOVICH, 1989; REYNOLDS, 1993). Entre estes efeitos, pode-se

destacar:

a) Sobre o sistema nervoso central: sdo estimulantes, facilitam a atividade cortical,
inibem o sono, diminuem a sensa¢do de fadiga; estimulam os centros respiratdrios e
vasomotores bulbares, reduzindo a sensibilidade dos quimioreceptores ao diéxido de
carbono; existem controvérsias se esta atividade ¢ mais marcante para a cafeina ou
para a teofilina;

b) Sobre a musculatura lisa: a teofilina e, menos acentuadamente, a teobromina, induzem
um relaxamento ndo especifico da musculatura bronquica, das vias biliares e dos
ureteres;

c) Sobre a musculatura estriada: estimulam a contracdo, reduzindo a fadiga muscular;
este é mais pronunciado na cafeina;

d) Sobre a diurese: a teobromina e a teofilina aumentam o débito sanguineo renal e a
filtragdo glomerular, possuindo uma atividade diurética notavel; o efeito ¢ mais

duradouro para a teobromina.

O mecanismo de ac¢do destes farmacos envolve a indugdo do estimulo de AMPc,
através da inibicdo da atividade da enzima fosfodiesterase, a mobilizacdo do célcio
intracelular e, principalmente, o bloqueio de receptores adenosina, especialmente A; e Aja
(BORSTEL, 1983; STEFANOVICH, 1989; SAWYNOK, 1995; FREDHOLM et al., 1999).

A cafeina entra na composicdo de diversas especialidades analgésicas, antipiréticas e
antigripais, associada com 4cido acetilsalicilico, paracetamol, codeina, e com
diidroergotamina, no alivio ou abortamento de crises de enxaqueca. A sua eficicia em
associagdes com paracetamol e acido acetilsalicilico destinados ao alivio de dores de cabeca
tem sido documentada em vérios ensaios clinicos (DIAMOND, 1999). Além disso, a cafeina,

como farmaco isolado, tem sido utilizada como antienxaquecoso, especialmente na enxaqueca
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resultante de pun¢@o pulmonar, na depressdo respiratdria em neonatos, na hipotensio pos-
prandial e na terapia eletroconvulsiva para aumentar a dura¢do das convulsdes (SAWYNOK,
1995; PDR, 1998).

Bebidas contendo cafeina ou preparados a base de guarana sio amplamente
utilizados na medicina popular como estimulantes, tonicos e revigorantes. De fato, a cafeina ¢
considerada a substancia psicoativa mais consumida em todo o mundo. Ela apresenta um
importante efeito sobre o estado de alerta, e suas propriedades estimulantes parecem ser
mediadas pelo sistema dopaminérgico. Porém, de uma maneira diversa de outros
estimulantes, como cocaina ¢ anfetamina, que agem ativando receptores D; no nucleo
accumbens, a cafeina aumenta a transmissdo dopaminérgica via receptores D, e Dya. Existem
também evidéncias experimentais de que a cafeina apresenta propriedades reforcadoras. Mas,
este efeito ¢ muito mais suave do que aquele observado com outros estimulantes centrais e
segue um perfil bifisico: em baixas doses ¢ reforcadora, e em altas doses é aversiva

(FREDHOLM et al., 1999).
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CAPITULO 11

FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Teoria do Funcional da Densidade

A moderna teoria do funcional da densidade (DFT — Density Functional Theory)
surgiu em meados dos anos 60, sendo atribuida ao cientista austriaco, ganhador do Prémio
Nobel de Quimica em 1998, Walter Kohn (KOHN, 1964). Esta teoria representa um avango
espetacular nos calculos de quimica quéntica ao juntar a sua relativa simplicidade com a
excelente precisdo nos resultados obtidos. O eixo central desta Teoria estd no fato de que a
Mecanica Quantica deixa de ser baseada em fungdes de onda, sendo utilizada a densidade
eletronica p(r) na descrigdo dos estados eletronicos € na obtengdo das propriedades dos
sistemas. A densidade eletronica (Equacdo 1), que pode ser obtida a partir do quadrado da

fun¢do de onda integrada sobre as N coordenadas eletronicas,

2
p(r) = [IW(ry,ry,..,ry)| dridr, ...dry.
(Equacio 1)

A teoria DFT comegou a ter maior divulgacdo e impulso a partir de trabalhos
pioneiros de Kohn e seu aluno, o francés Hohenberg, que através de teoremas demonstraram
que a energia total (E;) de um sistema, bem como todas as propriedades do estado
fundamental podem ser determinadas pela densidade eletronica do estado fundamental. A
energia € entdo um funcional da densidade eletronica E;, = Ey(p) (PARR, 1989).

Kohn e Shan (1965) introduziram fungdes para exprimir a densidade. Os orbitais
obtidos a partir destas fungdes sdo chamados de orbitais de Kohn-Shan e ndo possuem o
mesmo sentido fisico dos orbitais moleculares, sendo usados apenas para a construcdo da

densidade eletronica total. Deste modo, tém-se as equagdes de Kohn-Shan (Equacgio 2),

=T+ Vys(1),
(Equacio 2)
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onde, f & o operador de Kohn-Shan definido pela soma do operador da energia cinética

2 = . . . .
eletronica, T = :—M, p = -ihV e o operador da energia potencial descrito por um potencial

médio efetivo, chamado de potencial de Kohn-Shan V. Sendo este potencial calculado pela

Equagdo 3,

VKS [p(r)] = Vext (1‘) + VHartree [p(r)] + I/XC [p(r)]
(Equacio 3)

Os termos V.., (1), Vyartree [p(1)] € V. [p(1)] correspondem ao potencial externo
(que exprime o potencial de atragdo nucleo-elétron), potencial de Hartree (campo médio
sentido por cada elétron, devido a interagdo de Coulomb de cada um com todos os outros) e o
potencial de troca e correlagdo (que contém a energia de troca e correlagdo, E, ., relacionada a
energia de troca, E,, imposto pelo principio da antissimetria, ¢ a energia de correlagdo, E,,
necessaria para descrever a correlagdo dindmica dos movimentos individuais dos elétrons),

respectivamente. Estes termos sdo descritos nas Equagdes 4, 5 ¢ 6,

Zy

Vext (1) = Vo (r) = — F—Ril
" A

(Equacio 4)

1 p@)
VHartree = de 5

[r—r'’

(Equacio 5)

_ GEy
xc Sp .

(Equacio 6)

O termo de troca e correlagdo representa o principal problema das equag¢des DFT.
Existe na literatura diversos funcionais aproximados que podem ser utilizados para resolvé-lo,
sendo este o ponto que diferencia as varias metodologias baseadas na teoria DFT. Uma das
aproximac¢des mais simples € a Aproximagdo Local da Densidade, LDA (do inglés Local
Density Aproximation) (GUNNARSON; LUNDQVIST, 1976) na qual o termo E, . representa

a energia por unidade de volume do modelo de um gas de elétrons, homogéneo, com



15

densidade constante. Assim, a energia pode ser calculada para um determinado ponto espacial
conhecendo-se apenas a densidade eletronica, sem levar em consideragdo o gradiente. Este
modelo, logicamente, traz sérios problemas quando aplicado a sistemas reais, pois nao
considera de forma precisa as correlagdes reais entre as particulas. Deste modo, varios
funcionais tém sido desenvolvidos (PERDEW, 1992; BECKE, 1992) para contornar este
inconveniente, como os funcionais de correlacdo de Vosko, Wilk e Nusar “VWN” (VOSKO
et al., 1980), as Aproximagdes de Gradiente Generalizados “GGA” (PERDEW; WANG,
1986) e os Métodos Hibridos (PARR; YANG, 1989).

A deficiéncia da aproximagdo LDA ocorre na medida em que ndo ha uma
uniformidade espacial na densidade eletronica local real. Desta forma, os funcionais GGA
incluem o gradiente da densidade eletronica de forma a corrigir este problema. Basicamente,
os funcionais de troca e correlagcdo sdo construidos adicionando ao funcional LDA um termo
de correcdo dependente do gradiente. Como funcionais de troca obtidos desta tém-se o
funcional de Becke “B” ou “B88” (BECKE, 1988). Para os funcionais de correlagdo, temos o
de Lee, Yang e Parr “LYP” (LEE et al., 1988).

Para um sistema sem correlagdo eletronica, o determinante de Slater dos orbitais de
Kohn-Shan corresponde a fun¢do de onda exata do operador Hamiltoniano. Neste sistema
onde a energia de correlacdo, E., ¢ igual a zero, tem-se apenas o termo de troca E,. Este E,
pode ser determinado pelo método Hartree-Fock (HF), usando orbitais do tipo KS, ja que o
método HF inclui nas suas equacdes o termo de troca. Assim, E,. pode ser decomposto em
uma parte DFT “pura” e numa parte HF. Isto é o que chama-se de Funcional Hibrido
(Equagdo 7),

E,.(hibrido) = (1 — a)E,.(DFT) + aE, (HF),
(Equacio 7)

onde “a” é um pardmetro ajustavel.

Deste modo, tém-se varios métodos hibridos. Um deles ¢ o0 B3PW91, que inclui trés
pardmetros empiricos que ajustam a contribuicdo dos termos de troca de HF e troca de DFT
(LDA e B88) e dois termos de correlagio de DFT (VWN e PWO91), compondo, assim, a
energia total de troca e correlagdo E,.. Outro funcional hibrido, bastante utilizado nos dias de
hoje devido aos bons resultados obtidos em diversas aplicagdes, bem como ao relativo baixo

custo computacional, quando comparado aos métodos perturbativos (MP2), é o B3LYP. Este



16

consiste numa modificagdo do método anterior, onde o funcional de correlagio PW91 ¢

substituido por LYP (Equagéo 8),

E,.(B3LYP) = (1 — a)E,(LDA) + aE,(HF)+bAE,(B88) + (1 — ¢)E.(VWN3) + cE.(LYP),
(Equacio 8)

onde a, b e ¢ sdo parametros ajustados experimentalmente, isto €, os valores das constantes
obtidos pelo ajuste com os valores experimentais das energias de atomizagdes moleculares

sdo: a =0,20, b= 0,72 e ¢ =0,81.

2.2 Métodos estatisticos multivariados de analise

Os métodos de andlise multivariada de dados constituem uma poderosa ferramenta
para analise de grandes e complexos conjuntos de dados. Infelizmente, dificuldades iniciais
no entendimento destes métodos, que se mostram inicialmente confusos, tém afastado muitos
profissionais da sua utilizagao.

A andlise de dados pode ser entendida pela consideracdo de trés conceitos: fatos,
dados e informacdo. Fato é uma realidade. Assim, tudo aquilo que tem uma existéncia real
(eventos, pessoas, pedras, etc.) € um fato. A percepcdo dos fatos se da através dos dados que
sdo as medidas, noticias, lembrangas etc. Os dados constituem a base real na qual sdo feitos os
raciocinios, discussoes ou calculos. Informagdo ¢ conhecimento obtido da analise dos dados ¢
fatos. Na verdade, conhecimento ¢ quem justifica as alteragdes de consciéncia capaz de levar
a tomada de decisdo, objetivo maior de todo processo de analise de dados.

Os primdrdios da andlise estatistica consistiam, quase que exclusivamente, na
disponibilidade de numerosas observagdes para um numero limitado de variaveis
(MASSART, 1990). Geralmente, o objetivo maior era a validagdo de modelo de dependéncia
ou um teste especifico de hipdtese (comparagdo de médias ou grupos de experimentos, analise
de regressdo, etc.). O maior obstaculo encontrado na época era a disponibilidade de aparatos
computacionais que pudessem desenvolver cédlculos rapidos capazes de analisar variagdes
simultdneas de muitas variaveis.

A classifica¢do dos métodos multivariados pode ser baseada em duas consideragdes:
natureza da informagéo ou tipo das variaveis usadas e proposito da andlise ou o modelo para a
estruturacdo dos dados (FEINBERG, 1986). Seis tipos de varidveis podem ser definidos:

1) Variaveis bindrias, as quais podem assumir dois valores: sim/ndo ou 0/1.



17

2) Classes ordenadas. Estas variaveis podem assumir » numeros ou valores
alfanuméricos como, por exemplo: baixo, médio e alto, grau 1, grau 2 e grau 3, etc.

3) Classes desordenadas. Nestas variaveis inexiste a hierarquia entre as classes, ex:
catalisadores diferentes, colunas cromatograficas, etc.

4) Variaveis inteiras ou discretas, ex: 1, 2, 3 etc.

5) Varidveis continuas. S3o varidveis capazes de assumir qualquer valor dentro de certo
intervalo definido, ex: [ =2,37 pA etc.

6) Variaveis de categoria. Estas variaveis s3o usadas em métodos ndo paramétricos com

poucos exemplos da utilizagcdo por métodos multivariados.

O tipo de variavel disponivel em um determinado grupo de variaveis limita a escolha
do método. A Tabela 4 mostra os tipos de varidveis aos quais os modelos melhor se adéquam.
A Tabela 5 relaciona alguns métodos estatisticos multivariados e seus principais propositos.
Ressalvas devem ser feitas, neste momento, devido a flexibilizagdo dos conceitos de predi¢cio,
descri¢do, agrupamento e classificagdo. Feinberg (1986) infira que a analise da componente
principal (PCA) ndo seja adequada a predi¢do, Massart (1990) inclui como uma meta do PCA.
Isso ocorre porque o limite entre estes dois conceitos ¢ bastante ténue. Ao se fazer uma
classificagdo, de certo modo, faz-se também uma predi¢do e vice-versa. Os conceitos de
componentes principais e regressdo sobre componentes sdo métodos complementares

diferentes (FEINBERG, 1986).

TABELA 4 — Métodos multivariados e tipos de variaveis que podem ser analisados pelos mesmos.

Métodos C CO CD B

Analise das componentes principais (PCA)
Regressdo sobre componentes principais (PCR) - - -
Regressdo multipla (MR)

Correlagdes candnicas (CC)

+ o+ + o+ o+
+
1
1

Minimos quadrados parciais (PLS)
Analise de fatores correspondentes (CFA) -
Analise de fatores (FA)
Analise de fatores multiplos correspondentes (MCFA) -

+

+ o+ + o+ o+
1
1

Discriminante linear e de fatores (LDA)

SIMCA, ALLOC

+ o+ o+
1
1
1

Classificagdo por particdo

Classificagdo hierarquica + - - -

C, continua; CO, classe ordenada; CD, classe desordenada; B, binaria.Fonte: Feinberg, 1986.
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Um problema multivariado pode ser abordado de quatro maneiras diferentes. O

objetivo a ser alcangado é quem vai dizer o modelo a ser escolhido. Suponha que uma matriz

X possa ser subdividida em duas submatrizes K; e K. As metas a serem alcangadas sdo:

1-Predicio. Este tipo de problema relaciona uma variavel independente com
outras variaveis ou grupo de varidveis para que possa fornecer resultados
satisfatorios quando valores experimentais desconhecidos forem introduzidos
nas variaveis.

Tomada de decisido (descrigdo). Neste caso interessa-se apenas pelo aspecto
qualitativo das relagdes entre as varidveis ou observagdes. A decisdo aparece
de um compromisso existente entre estas relacdes.

Agrupamento (aprendizagem ndo supervisionada). Grupos de observagdes
similares s3o formados e, assim, sdo definidos grupos homogéneos dentro de
uma tabela de dados. A priori ndo se conhece o numero de grupos que podem
ser formados a parir de uma tabela de dados.

Discriminacio (aprendizagem supervisionada). Novas observagdes sio
classificadas como pertencentes a uma classe pré-definida depois de calculos

probabilisticos. Faz-se necessario um aprendizado prévio de forma a se obter

as fun¢des discriminatorias usadas para a classificagdo.

TABELA 5 — Propositos dos diversos métodos multivariados.

Métodos P D G C
Anélise das componentes principais (PCA) - ++ + -
Regressdo sobre componentes principais (PCR) +++ - - -
Regressdo multipla (MR) +++ + - -
Correlagdes canénicas (CC) ++ ++ - -
Minimos quadrados parciais (PLS) +++ ++ - -
Anélise de fatores correspondentes (CFA) - 4+ + -
Analise de fatores (FA) - ++ + -
Anélise de fatores multiplos correspondentes (MCFA) - 4+ + -
Discriminante linear e de fatores (LDA) - + - +++
SIMCA, ALLOC - + - o+
Classificagdo por particdo - - +++ -
Classificagdo hierarquica - - +++ -

P, predicdo; D,descrigdo para a tomada de decisdo; G, agrupamento; C, Classificagdo. Fonte: Feinberg, 1986.
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Geralmente, ¢ impossivel atingir diferentes propdsitos com a utilizagdo de um nico
método estatistico. A Tabela 1 (FEINBERG, 1986) fornece uma idéia mais clara de qual
método ¢ mais adequado para um determinado tipo de problema. A dimensionalidade do
problema constitui um aspecto importante a ser considerado. Nao existe, a priori, um nimero
exato de varidveis necessario para descrever adequadamente as propriedades de um sistema.
As caracteristicas pessoais com que cada profissional aproxima de uma problematica a ser
resolvida ¢ que determina a dimensionalidade de um sistema. A capacidade de selecionar e
medir as variaveis relevantes para uma boa descri¢do do sistema estd diretamente relacionada
a qualidade das respostas obtidas e das tomadas de decisdes.

Ao excluir uma variavel de determinada sele¢do pode ou ndo influir nos padrdes de
dados obtidos em determinada analise, depende do quanto essa varidvel se correlaciona com
as demais. Se os padrdes de dados observados se comportam de modo impreciso na realizagao
do efeito, sera necessaria a busca da variavel ausente. Se caso eles elucidem o evento, a
variavel ausente tem baixa correlagdo com as demais e seu efeito consiste basicamente na
variancia normal que o sistema apresenta (MASSART, 1990).

Os diversos métodos de andlise multivariada podem ser subdivididos em dois

grandes grupos, descritos a seguir.

a) Métodos de analise de fatores;

b) Método de classificacio.

METODOS DE ANALISE DE FATORES. Calculam, a partir das varidveis
originais, novas variaveis chamadas de fatores, que sdo combinagdes lineares das variaveis
iniciais. Essas combinagdes lineares (ou fatores) sdo usadas porque a matriz de dados original
contém varias correlagdes entre colunas e linhas, o que resulta em redundancia. Os fatores sao
calculados de maneira tal que essas correlagdes sdo levadas em conta e sdo formadas de
maneira a ndo se correlacionarem, isto é, os fatores sdo ortogonais entre si. Assim, torna-se
mais facil interpretar os dados do que no espaco original. Os padrdes de dados gerados sdo
mais resolvidos e relacionados ao fendmeno sob estudo do que quando descritos pelas
variaveis medidas.

Para calcular os fatores, deve-se transformar a matriz de dados em uma matriz de
fatores.