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EVALUATION OF HUMAN CONTAMINATION WITH POLYCYCLIC AROMATIC HYDRO-
CARBONS (PAHS) AND THEIR NITRATED DERIVATIVES (NHPAS): A REVIEW OF METH-
ODOLOGY. Polycyclic aromatic hydrocabons (PAHs) and their nitroderivatives (NPAHS) are
ubiquitous in the environment and they are produced in several industrial and combustion pro-
cesses. Some of these compounds are potent carcinogens/mutagens and their determination in bio-
logical samplesis an important step for exposure control. A review of the analytical methodologies
used for the determination of PAHs and their metabolites in biological samples is presented.
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INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) consti-
tuem uma familia de compostos caracterizada por possuirem 2
OuU mais anéis aromaticos condensados. Estas substéncias, bem
como seus derivados nitrados e oxigenados, tém ampla distri-
buicdo e sdo encontrados como constituintes de misturas com-
plexas em todos os compartimentos ambientais.

De maneira geral, tanto os HPAs quanto seus derivados
estdo associados ao aumento da incidéncia de diversos tipos de
canceres no homem®#,

A elevada taxa de mortalidade (cerca de 6,5 milhdes de pes-
soas morrem de cancer anualmente) e o fato de que os tratamen-
tos para estas doencas sdo dispendiosos, demorados e normal-
mente trazem muito sofrimento aos doentes, expSem claramente
os beneficios potenciais que o entendimento, a avaliagdo e o
controle da exposi¢cdo humana a substancias que possuam ativi-
dade carcinogénica/mutagénica podem trazer, particularmente
gquando sabe-se que a grande maioria dos canceres resulta de
interacfes genéticas e ambientais, sendo as causas externas (am-
bientais), em conjun¢@o com fatores de suscetibilidade adquiri-
da, as mais importantes73. No caso dos HPAs e seus derivados,
isto é feito geramente através do monitoramento dos niveis
ambientais desta substancias, do conhecimento das suas vias de
penetracdo no organismo, de seu metabolismo, bem como da
avaliagdo precoce de seus efeitos bioldgicos. Varios componen-
tes deste grupo sdo capazes de reagir diretamente, ou ap0s so-
frerem transformacgBes metabdlicas, com o DNA, tornado-se
potenciais carcindgenos e eficientes mutagenos®>°.

Dentre suas inUmeras fontes, podem ser citados os proces-
sos de combustdo de material organico (particularmente a
exaustdo de motores a diesel ou a gasolina), a queima de car-
vao, as fotocopiadoras, a exaustdo de plantas de incineragdo de
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rejeitos, a fumaca de cigarro além de vérios processos industri-
ais como, por exemplo, a produgdo de aluminio e a gaseificagdo
do coque, etc®823,

A composic¢do e a complexidade das misturas de HPAs de-
pendem das fontes emissoras. Em geral essas misturas séo
bastante complexas, contém uma grande variedade de HPAs
em diferentes niveis de concentracdo.

Os HPAS, por suas ubiquidades, constituem uma ameaca po-
tencial para a salde de toda a populagdo. No entanto, alguns gru-
pos populacionais, como por exemplo aqueles constituidos por
pessoas que residem ou trabalham em ambientes diretamente in-
fluenciados por estas fontes, estdo submetidos a um risco maior.

A seriedade dos efeitos que a exposi¢cdo aos HPAS pode ter
sobre 0 organismo humano fez com que especial atencdo fosse
dedicada ao desenvolvimento de metodologias analiticas h&
beis para identificagdo e determinag@o de bioindicadores da
concentracdo absorvida (dose interna), da concentrac@o presen-
te nos sitios de agdo bioldgica criticos (dose biol6gica efetiva)
assim como de quaisquer efeitos precoces. Em todos os casos,
a variabilidade da composi¢do das misturas, a complexidade
das amostras e as baixas concentracdes que, em geral, sdo
observadas, exigem a utilizacdo de métodos analiticos altamente
seletivos e de elevada sensibilidade.

Esta revisdo apresenta alguns aspectos do metabolismo hu-
mano destas substancias e sumariza as principais metodologias
analiticas utilizadas para avaliagdo da exposi¢ao humana, procu-
rando realcar a necessidade de maiores investimentos nesta area.

ABUNDANCIA, CARACTERISTICAS FiSICO-
QUIMICAS E EXPOSICAO HUMANA

A exposicdo humana aos HPAs se da principalmente através
da contaminag8o ambiental. Estudos realizados na Inglaterra
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estimam que um total de cerca de 54.000 toneladas destas subs-
téncias contaminam atualmente o ambiente no territério do Rei-
no Unido. Processos de combustéo de matéria organica seriam
responsaveis pela introducdo de cerca de 1000 toneladas/ano,
das quais os veiculos motorizados responderiam por cerca de 80
toneladas/ano. Esta contribuicdo é mais significativa (> 35%)
nas grandes cidades™'*®, mas outros processos, como incéndi-
os em florestas, também podem emitir quantidades significati-
vas de HPA para atmosfera’”"®.

Os niveis de HPAs encontrados em amostras ambientais e
biol6gicas sdo mostrados da Tabela 1.

Tabela 1. Niveis de HPAs encontrados em amostras ambien-
tais e biol6gicas®®.

Tipo de amostra Concentragéo
Ar 1,3 a 500 ng/m3
Solo 0,8 ng’kg — 100 mg/kg
Agua 2,5 a 500 ng/L
Plantas < 150 ug/kg
Alimentos 0,1 A 20 ug/kg

Em geral, as concentragdes ambientais de seus derivados
nitrados e oxigenados séo cerca de 100 a 1000 vezes inferiores
aguelas dos correspondentes HPAS.

Algumas propriedades fisico-quimicas importantes para se
entender o comportamento ambiental e biolégico de represen-
tantes do grupo dos HPAs s&o mostradas na Tabela 2.

Como pode ser observado na Tabela 2, estas substancias sdo
pouco sollveis em &gua e, em geral, sua solubilidade diminui
com o aumento do numero de anéis. HPAs apresentam também,

coeficientes de parti¢8o octanol/agua superiores a 1000, demons-
trando grande afinidade lipofilica que aumenta com o nimero
de anéis aromé&ticos da molécula.

Por outro lado, a volatilidade destes compostos diminui com
0 aumento do peso molecular e, consequentemente, HPAs de
pesos moleculares mais baixos sdo mais voléteis e apresentam
maiores pressdes de vapor que 0os mais pesados. O mesmo é
observado com os valores da constante de Henry que diminui
com o aumento do peso molecular destas substancias'.

Como consequiéncia destas propriedades, na atmosfera, estas
substancias podem ser encontradas tanto na fase gasosa quanto
adsorvidas no material particulado. A concentracdo de cada com-
ponente em ambas as fases € fungéo de sua volatilidade e de sua
afinidade pelas superficies das particulas atmosféricas.

No solo, HPAs encontram-se geralmente adsorvidos no
material constituinte e ficam retidos nas camadas superiores.
As meias vidas dos compostos de maior peso molecular so
relativamente elevadas e indicam que sua degradaco é lenta®™.

Em virtude de suas propriedades fisico-quimicas e da gran-
de distribuicdo ambiental, o risco de contaminagdo humana por
estas substancias € significativo. De fato, devido ao seu carater
lipofilico, HPAs e seus derivados podem ser absorvidos pela
pele, por ingestdo ou por inalagdo, sendo rapidamente distribu-
idos pelo organismo.

A quantidade absorvida por inalagéo varia de acordo com o
grau de contaminagdo atmosférico, que esta diretamente relaci-
onado com a urbanizagdo, ao trafego de veiculos automotores
(principalmente motores diesel) e com o tipo e a industrializa-
¢do da area. Em ambientes fechados, a fumaga de cigarro e as
fontes de aquecimento podem contribuir para 0 aumento dos
niveis ambientais de HPAs. Alguns processos industriais (Ta-
bela 3) também contribuem significativamente para o aumento
da concentragdo atmosférica destas substancias.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas de alguns HPAs e NHPAs'5,

Substancia Peso molecular Presséo de vapor Log Constante de Solubilidade em tempo de meia

(g/mol) (Pa, 25° C) K (o/a) Henry agua (mg/L) vida no solo *
Naftaleno 128 36,8 3,37 1,74x1072 31 <125d
Acenaftileno 152 4,14 4,00 3,39x10° 16,1 43-60d
Fluoreno 166 0,71 4,18 3,18x10° 1,9 32d
Fenantreno 178 0,113 4,57 1,31x10°3 11 2d
Antraceno 178 0,0778 4,54 1,60x10°3 0,045 50d-13a
Pireno 202 0,0119 5,18 3,72x10™ 0,132 210d-5,2 a
Benzo[a] pireno 252 2,13x10°° 6,04 1,86x10°° 0,0038 269d-82a
Benzo[ghi]perileno 276 2,25x10°° 6,5 3,03x10°° 0,00026 <95 a
Coroneno 300 1,98x10%° 6,75 1,72x10°7 0,00014 -
1-Nitronaftaleno 173 6,38x10° 3,32 - 18 -
1-Nitropireno 247 4,69

(*) d = dias e a = ano

Tabela 3. Evidéncias de carcinogenicidade e/ou mutagenicidade de alguns processos industriais e misturas complexas®.

Processos/misturas Evidéncias Evidéncias Classificagdo
epidemiol dgicas experimentais pelo IARC; grupo

Producéo de aluminio Suficientes - 1
Gaseificacdo de carvao Suficientes - 1
Producéo de coque Suficientes - 1
Producéo de eletrodos de carbono Suficientes - 1
Betumes (extratos) - Suficientes 2B

Negro de carvéo Inadequadas Suficientes 2B
Exaust@o de motores a diesel Limitadas Suficientes 2A
Exaustdo de motores a gasolina Inadequadas Suficientes 2B

Oleos minerais (N0 ou pouco tratados) Suficientes suficientes 1

Oleo de xisto Suficientes suficientes 1
Fuligem Suficientes - 1

766 QUIMICA NOVA, 23(6) (2000)



A absorcdo dérmica é bastante importante em algumas ati-
vidades industriais, podendo ser a responsavel por até 90% da
quantidade absorvida pelo organismo'”,

Os aimentos sdo considerados outra importante fonte de
exposi¢cao humana, tanto devido a formagdo de HPAs durante
0 cozimento, quanto devido a deposicdo atmosférica sobre
gréos, vegetais e frutas.

Estudos realizados com pessoas ndo fumantes e ndo ocupacio-
nalmente expostas estimam uma ingestdo didria de cerca de 3,12
Hg de 8 HPAs (benzo[a)antraceno, criseno, benzo[b] fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, indeno[1,2,3-cd]pireno,
dibenzo[a,h]antraceno e benzo[ghi]perileno) sendo os alimentos,
responsaveis por cerca de 96% desta ingestéo. O restante é absor-
vido diretamente do ar (1,6%), da agua (0,2%) e do solo (0,4%).

Fumantes que consomem 1 mago de cigarros sem filtro por
dia podem ingerir um adicional entre 1 - 5 pg'’.

Quando absorvidos diretamente da fase gasosa, os HPAs
sdo rapidamente metabolizados e eliminados pelo organismo
(o BaP, por exemplo, é eliminado em cerca de 1 hora). Entre-
tanto, quando estéo associados a particulas respiraveis, esta
eliminacdo é bem mais demorada podendo levar semanas. Por
serem rapidamente metabolizados nos tecidos corpéreos, a bi-
oacumulag@o n&o € observada, mesmo nos tecidos ricos em
gorduras. As maiores rotas de eliminagdo destas substancias
apds metabolismo hepético, so as fezes e a urina.

GENOTOXICIDADE (MUTAGENICIDADE E CARCI-
NOGENICIDADE) DOS HPAS E DE SEUS DERIVADOS

O primeiro indicio de carcinogenicidade quimica de produ-
tos de combustdo organica foi publicado em 1775, quando foi
observada uma maior incidéncia de canceres em limpadores de
chaminés!®. Muitos anos depois desta publicagio esta ativida-
de carcinogénica foi atribuida & presenca de benzo[a]pireno
(BaP) nas amostras.

Posteriormente foi comprovado experimentalmente que a
presenca do BaP, por si s, ndo justificava toda a atividade
carcinogénica observada nestas amostras, sendo este “excesso
de carcinogenicidade’, atribuido a presenca conjunta de outros
membros da familia dos HPAs e de alguns de seus derivados,
principalmente nitroderivados. Dados sobre a carcinogenicida-
de, genotoxicidade e mutagenicidade de alguns HPAS e seus
derivados encontram-se na Tabela 4.

Estudos posteriores conduziram a identificacdo de vérios
processos industriais e misturas complexas dotados de potenci-
al mutagénico e/ou carcinogénico atribuidos a presenca destas
substancias. Alguns destes processos e misturas séo mostrados
na Tabela 3.

METABOLISMO DOS HPAS E DE SEUS DERIVADOS
NITRADOS

A biotransformagdo dos HPAs envolve uma série de enzi-
mas que catalisam reacGes de oxidagdo, reducéo e hidrdlise
(oxigenases de fungd@o mista, citocromo P 450, NADPH-
citocromo-c-redutase) e de enzimas que catalisam reagdes de
conjugacdo (sulfotransferase, epOxido hidrolase, glutation-S-
transferase e UDP-glicotransferase). Estas enzimas estdo dis-
tribuidas em todos os tecidos organicos’™.

Monoxigenases dependentes do citocromo P 450 (CYP1A)
s80 responsaveis pela oxidacdo enzimética dos HPAs. Elas
agem principalmente sobre a regi&o de elevada densidade ele-
tronica ou a nivel da regido angular da molécula do HPA for-
mando Oxidos de arenos (epdxidos) que podem espontanea-
mente formar fendis ou, por acdo das epdxido hidrolases, pro-
duzirem di-hidrodiéis vicinais*®"®.

Destes fendis, alguns sdo oxidados a quinonas e outros po-
dem sofrer nova epoxidagdo levando a formacgdo de epdxidos
secundérios (di-hidrodiolepéxidos). O carbono benzilico dos
dihidrodiolepdxidos é capaz de reagir com as bases nucleofilicas

Tabela 4. Dados relativos aos efeitos carcinogénicos, genotoxicos e mutagénicos de alguns HPAs e NHPASS,

HPA Carcinogenicidade Genotoxicidade M utagenicidade
Fluoreno | L -
Fenantreno | L +
Antraceno N N -
Fluoranteno N L +
Pirene N L +
Benzofluorenos I | ?
Benzofluorantenos S | +
Ciclopenta] cd]pireno L S +
Benzo[a]antraceno S S +
Criseno L L +
Trifenileno I | +
Benzo[ €] pireno | L +
Benzo[a]pireno S S +
Perileno | | +
Indeno[1,2,3-cd]pireno S | +
Dibenz[ ac]antraceno L S +
Dibenz[a]antraceno S S +
Dibenz[aj]antraceno L | +
Benzo[ghi]perileno I | +
Antantreno L | +
Coroneno I | +
Dibenzo[ae]fluoranteno L N

Dibenzopirenos S | +
2-nitronaftaleno N L -
1-nitropireno I S +
Dinitropireno +

Dados disponiveis para a comprovagdo do efeito: S = suficientes; | = insuficientes;, L = limitados; N = n&o carcinogénico

Genotoxicidade foi avaliada através dos testes de deterioracdo do DNA; aberracdo cromossdmica, mutagenicidade.
Mutagenicidade (teste de Ames): + (positivo); - (negativo); ? (inconclusivo)
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do DNA, notadamente a guanidina e, eventualmente, iniciar
um processo mutagénico. Reacdes semelhantes sdo observa-
das com outras macromoléculas tais como a albumina e a
hemoglobina®®"®.

Os di-hidrodiolepdxidos sao atamente instaveis e, quando ndo
reagem rapidamente, s8o hidrolizados a tetréis, cuja formagéo pode
ser utilizada como bioindicador da formagdo de diolepdxidos.

Os fendis, as quinonas e os di-hidrofendis podem sofrer con-
jugagéo formando sulfatos e glucuronatos. Os Oxidos de arenos,
as quinonas e os diolepodxidos também reagem com o glutation
e podem ser eliminados através da urina sob a forma de
tioéteres. Uma representacdo simplificada do metabolismo do
BaP pode ser vista na Figura 1.
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Figura 1. Representacio esq7uemética simplificada do metabolismo de
benzo[a] pireno em humanos'™.

Os NHPAs sdo, comprovadamente, potentes mutagenos para
Salmonella typhimurium (teste de Ames), para bactérias e célu-
las eucaridticas.(células de ovério de hamsters, células epiteliais
de ratos -RL4). Estas substancias sdo capazes de provocar mu-
tagBes mesmo sem sofrerem qualquer tipo de ativagdo metabd-
lica. Mononitro derivados sdo geralmente metabolisados através
de processos oxidativos gerando espécies semelhantes agquelas
formadas pelos HPAs (diolepdxidos e aminodiol epoxidos) capa-
zes de formar adutos por reagcdo com a deoxiguanosina. Sofrem
igualmente redugé@o do grupo nitro a N-hidroxilamina com for-
macdo de um intermedidrio capaz de reagir com C-8 da
deoxiadenosina formando adutos?’. Os dinitro derivados sofrem
geralmente reducdo de um dos grupos nitro envolvendo um ou
dois elétrons. Em geral os dinitroderivados sdo mais potentes
mutagenos que os mononitro. Estudos tém atribuido aos NHPAs
cerca de 50% da mutagenicidade observada em material
particulado coletado em residéncias urbanas?.

768

REATIVIDADE COM MACROMOLECULAS BIOLOGICAS

Alguns trabalhos relacionando a atividade carcinogénica/
mutagénica dos vérios HPAs com suas estruturas quimicas tém
sido publicados®®3*. Conforme dito anteriormente, os HPASs n&o
s80 mutagénicos diretos e necessitam sofrer ativagdo metabdli-
ca preliminar para se tornarem capazes de reagir com o DNA
e outras macromol éculas.

Quatro mecanismos™ tém sido propostos para explicar a
ativacdo de HPAs: 1) oxidag&o enzimética seguida de hidrdlise
com a formag&o de diolepdxidos (€ 0 mecanismo mais aceito);
2) formagdo de ésteres benzilicos, eletrofilicos, através de uma
série de reacBes de substituicdo®*; 3) producdo de radicais
catidnicos através da oxidagdo enzimética com envolvimento
de um elétron e 4) de-hidrogenag&o enzimética dos metabdlitos
di-hidrodidis produzindo quinonas capazes de reagirem direta-
mente com o DNA ou capazes de reagirem com O, gerando
espécies oxigenadas reativas, como radicais hidroxilas ou
anions superdxidos que atacam o DNA, conforme representado
nas Figura 2. Estes mecanismos néo sdo excludentes, podendo
ocorrer simultaneamente®®,

1} Mecanismo por formagio de diol-epoxido:
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sulfotransferase T| DNA ADUTDS
! - | =
L PAH-DNA,
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RHC-0S04H
PPE = 3focfoadenogina-
S-fosfosulftase
Figura 2. Representagdo esguematica dos diversos mecanismos de
formacso de adutos entre HPAs e DNA®.

De acordo com a hipétese atualmente mais aceita, a ligacéo
entre os diolepdxidos, resultantes da ativacdo metabdlica des-
tas substancias e o DNA sdo favorecidas quando diolepdxidos
vicinais sdo formados (regido de “baia’), principamente nas
moléculas ndo lineares, como o0 benzo[a]antra ceno, cujo pro-
duto de ativagdo metabdlica pode ser visto na Figura 3.

E provéavel que o ataque eetrofilico do DNA aos epoxidos
ocorra através de um mecanismo do tipo SN1 e se processe atra
vés de estados de transi¢do nos quais os hidrocarbonetos exibem
significante caréter de ion carbonium. Assim a reatividade com o
DNA e, consequentemente a capacidade carcinogénica destes
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Figura 3. Representacdo esquematica do benz[a]antraceno com

diolepdxido na regido de bafa (A) e de fjord ou regido K (B)3aptada
das referéncias 28,30.

compostos, estaria diretamente relacionada com a facilidade de
formag&o destes ions.

De fato, a reatividade observada para os metabdlitos possu-
indo diolepdxido na regido de baia comparada com agueles
gue a possuem na regido K (fjord) mostram maior reatividade
dos primeiros, provavelmente como resultado do acesso mais
f&cil aos orbitais %,

Algumas relagdes tém sido encontradas entre modelos ted-
ricos que envolvem alguns pardmetros moleculares como o
orbital molecular vago de mais baixa energia, a hidrofobicida-
de e 0 numero de anéis arométicos e a mutagenicidade®

Resultados de testes laboratoriais realizados com diversos
HPAs para a verificagdo de suas atividades carcinogénicas,
mutagénicas ou genotoxicas mostraram que os efeitos dos dife-
rentes compostos sdo variaveis, como mostrado na Tabela 4.

Também pode ser observado nos dados da Tabela 4 que a
capacidade carcinogénica e mutagénica dos diferentes HPAs é
significativa para agueles que possuem mais de 4 anéis aromé&
ticos fundidos e maior para os que tém 5 ou 6 anéis. A subs-
tituicdo de hidrogénio por grupos quimicos, também pode afe-
tar drasticamente a atividade dos HPAs dependendo da posicéo
onde a substituicdo se da e do grupo substituinte®.

A presenca simultanea de varios destes compostos no ambi-
ente faz com que a avaliagcdo de suas genotoxicidades a partir
de amostras ambientais seja muito dificil. Isto também dificul-
ta estudos de correlacéo pois a via de introducéo de HPAs no
organismo influencia seu poder carcinogénico/mutagénico bem
como a localizag@o dos tumores.

Estas caracteristicas variam de uma espécie animal para
outra® e na espécie humana, a via respiratéria é considerada a
mais importante, particularmente para individuos ocupacional-
mente expostos, mas em muitos casos, a via dérmica pode ser
t50 ou mais importante®. Muitas destas substancias tém efeito
negativo sobre o sistema imunol égico animal, caracteristica que
parece estar associada & capacidade carcinogénica®®.

Um esquema proposto para a carcinogénese por exposi¢ao
ambiental considera as seguintes etapas: exposi¢ao ambiental, ati-
vagdo metabdlica, formacdo de adutos entre os HPAs e 0 DNA,
mutacdo em genes criticos como, por exemplo, o P 53 (gene
repressor de tumor) e sucessio de mutacdes em outros genes®.,

E importante realcar que o aparecimento do cancer é um pro-
€esso que envolve varias etapas (ndo apenas a formacdo de adutos
com o material genético), sendo também influenciado por
suscetibilidade individual e outros fatores, tais como género, etnia,
idade, estado de salide, nutricio e polimorfismo genético™ . Em
geral, maior concentragdo de adutos HPAs-DNA é encontrada em
fumantes ou pessoas ocupacionalmente expostas™.

MONITORAMENTO BIOLOGICO DA EXPOSICAO A
HPAS E A SEUS DERIVADOS NITRADOS

O monitoramento biolGgico da exposicdo a estas substancias
pode ser feito através da avaliagdo das mesmas como mistura ou
individualmente, da determinacdo da concentracdo de seus
metabdlitos em fluidos bioldgicos ou ainda através do acompa-
nhamento de um efeito bioquimico resultante de sua presenca
no organismo, como aqueles apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Bioindicadores utilizados na avaliaﬁéo da exposicdo
a HPAs e seus derivados?daptada das referéncias 42,44

Bioindicador

Tipo de informagéo

Substancia quimica e/ou seus

metabdlitos em material
bioldgico (urina, etc)
Mutagenicidade urinaria
Tioéteres urinérios

Adutos com proteinas
Adutos com DNA (RNA)
Proteinas oncogéncias
Mutagdes celulares
Aberragdes cromossdmicas
Troca de cromatides irméas
Micronucleos

Dose interna*

Dose interna

Dose interna

Dose biolégica efetiva**
Dose bioldgica efetiva
Dose biolégica efetiva
Efeito bioldgico precoce
Efeito bioldgico precoce
Efeito bioldgico precoce
Efeito biol6gico precoce

Sintese ndo programada de DNA  Efeito biolégico precoce

* - Um indicador biol6gico de dose interna indica é a quanti-
dade total da substancia introduzida no organismo. E usual-
mente a propria substancia ou um de seus metabolitos presen-
tes em fluidos bioldgicos.

** - Um indicador de dose bioldgica efetiva indica a quantida-
de da substancia que atingiu sitios biol6gicos significativos.
Geralmente esta indicacdo é dada através de produtos de
interacdo da substancia ou seus metabdlitos com macromol &
culas celulares (DNA, RNA ou proteinas)*.

Técnicas Cromatogréficas

Técnicas cromatogréficas de cromatografia a liquido de alta
eficiéncia com detec¢ao fluorimetrica (CLAE-FLUO) e de cro-
matografia a gas de alta resolucdo acoplada a espectrometria
de masssas (CGAR-EM) tém sido utilizadas para estudos da
exposicdo humana a HPAs através da determinacdo urinéria
alguns de seus metabdlitos (fenantrenos hidroxilados® e prin-
cipalmente, de 1-hidroxipireno™). Em geral estas metodologias
s8o bastante simples, ndo trabalhosas e podem ser utilizadas
rotineiramente, como aquela preconizada para a determinagdo
do 1-hidroxipireno. Entretanto a utilizac8o destes procedimen-
tos técnicos € bastante restrita como metodologia de avaliagdo
geral, uma vez que a composicdo das misturas de HPAs é bas-
tante varidvel e a avaliagdo de apenas um metabdlito pode dar
origem a uma avaliacdo equivocada da exposi¢do a HPAs™.

Geralmente, a determinagdo dos metabdlitos excretados atra-
vés da urina (indicadores de dose interna), ndo fornece infor-
macOes exatas sobre o risco carcinogénico, sendo este, melhor
avaliado por determinag&o de outros bioindicadores, tais como
os adutos formados por reagdo com o DNA. De fato, a grande
maioria das substancias consideradas carcinogénicas para o
homem formam adutos com o DNA. Embora a grande maioria
dos adutos seja eliminada por processos de reparagdo, alguns
persistentes podem causar mutagdes permanentes resultando em
crescimento celular aberrante e cancer?.

Técnicas que utilizam a Fluorescéncia

HPAs e seus metabdlitos apresentam fluorescéncia mole-
cular devido a sua estrutura eletrénica. O uso de espectrosco-
pia de fluorescéncia convencional isto é em solugdo, € limi-
tada pelo alargamento das bandas de emissdo causado pela
multiplicidade de estados vibracionais e rotacionais, tem pou-
ca seletividade e ndo consegue distinguir moléculas seme-
Ihantes como por exemplo os HPAs, seus metabdlitos
(diolepdxidos) e os adutos correspondentes, exigindo uma
etapa prévia de separagdo*®’.

Para contornar os problemas observados na espectroscopia
de fluorescéncia convencional, alguns métodos alternativos tém
sido propostos, tais como, a espectroscopia de fluorescéncia
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sincronizada (EFS), a espectroscopia de fluorescéncia com
Efeito Shpol’ski (EFES) e a espectroscopia de fluorescéncia
com varredura rapida (EFVR).

A EFS é uma técnica onde uma varredura simulténea dos
comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo é feita a uma
diferenca de comprimento de onda constante, correspondente a
diferenca energética entre os estados S, e S,. Por exemplo, no
caso do estudo de adutos de benzo[a]pireno esta diferenca € de
34 nm. Esta técnica tem sido proposta para a determinacdo de
adutos de HPA com macromoléculas e pode ser usada a tem-
peratura ambiente®,

A EFES é uma técnica de alta resolucdo na qual as medidas
sdo realizadas em condic¢des criogénicas, geralmente em solu-
¢Oes de hidrocarbonetos aliféticos, podendo ser usadas fontes
convencionais ou laseres para a excitagdo. A estrutura policris-
talina formada favorece orientagBes moleculares bem definidas
dando origem a espectros de linhas*%%% j& que est4 em jogo
apenas a diferenca de energia entre o estado fundamental e o
estado excitado. Esta técnica tem sido utilizada na determina-
¢do de HPASs tanto em amostras ambientais de diferentes ori-
gens®®>52 quanto bioldgicas?.

A EFVR também € uma técnica criogénica de alta resolucdo
e seus detalhes foram descritos recentemente®. Laseres (de
corantes) sao usados para a excitagdo das moléculas de interes-
se e 0s microambientes moleculares (devidos a diferentes gru-
pos) podem ser usados na identificacdo de diferentes molécu-
las. Esta técnica tem sido proposta para a identificagdo de
adutos de dibenzo[a,l]pireno e DNA produzidos in vitro em
microsomas de figado®3.

Estes métodos exigem, em geral, tratamento preliminar das
amostras bastante simples.

A maioria dos HPASs e alguns de seus derivados séo fluo-
rescentes e esta propriedade pode ser usada para suas deter-
minagbes nos mais diversos tipos de matrizes, com grande
sensibilidade. Limites de deteccdo da ordem de 10°- 101t M
s80 relatados.

I munoensaios

Imunoensaios tém sido extremamente Uteis para a determi-
nacéo dos HPAs e de seus metabdlitos em matrizes biol 6gicas.
A facilidade de aplicacdo destes métodos e a disponibilidade
de “kits" para sua realizagdo coloca-os como alternativas via-
veis e baratas aos métodos que exigem 0 uso de equipamentos
caros e sofisticados.

Varios imunoensaios tém sido utilizados na determinagdo
de adutos de HPA-DNA com utilizag&o de anticorpos espe-
cificos®. Os tipos mais utilizados s& o ELISA e os radio-
imunoensaios. Nos ensaios do tipo ELISA os anticorpos sado
imobilizados por adsor¢do em uma fase sélida (tubo plésti-
co, particulas poliméricas ou magnéticas). Esta imobilizacdo
permite a separacd@o entre os analitos de interesse e outros
componentes da amostra, apos reagado, por simples lavagem.
A amostra contendo os HPAs e uma concentragdo conhecida
de HPA marcado com uma enzima (geralmente peroxidase)
(HPA-E) é adicionada ao tubo contendo o anticorpo imobi-
lizado. Tanto as moléculas de HPASs livres quanto as de
HPA-E competem pelo anticorpo imobilizado e o equilibrio
é atingido em fungdo das concentracgdes relativas de ambos.
Apobs remocdo da amostra e lavagem, um substrato capaz de
reagir com a enzima imobilizada formando um produto co-
lorido é adicionado. A cor desenvolvida é medida e
correlacionada com a concentracéo do analito existente (re-
lac8o inversa: quanto mais intensa a cor menor a concentra-
¢do do analito). Testes de ELISA tém sido propostos para a
determinacdo de metabdlitos de NHPAs na urina. Neste pro-
cedimento o extrato é previamente purificado por passagem
através de uma coluna de SPE, permitindo determinacdes
entre 8,7 e 217 ng/ml 5556,
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Nos casos de radioimunoensaios utiliza-se um marcador
radioativo ou um substrato previamente marcado (gera men-
te com um lantanideo), uma vez que a determinagdo sera
feita radioquimicamente.

A sensibilidade relatada para estes tipos de procedimento é
de 1 aduto para 10° DNA. Entretanto, reagbes cruzadas com
outros HPA-DNA adutos podem conduzir a resultados errone-
os e a especificidade dependerd exclusivamente do tipo de
anticorpo utilizado.

Radioimunoensaios (RIA) tém sido utilizados na determina-
¢ao de benzo[a]pireno e de seus metabdlitos no soro sangui-
neo. Este procedimento exige extragdo com hexano e clean up
com silica gel. Nestas condi¢fes, BaP pode ser medido entre
15 e 40 ng/ml 5. Vérios HPAs e seus metabdlitos podem tam-
bém serem analisados em amostras de urina sem qualquer tra-
tamento preliminar por RIA%5°,

CLAE-FLUO utilizando como fase estacionaria octadecil-
silica (C18) também tem sido utilizada na separagdo e quanti-
ficagdo de adutos. Antes da separacdo cromatografica, 0 DNA
€ isolado dos leucdcitos e o tetrol correspondente ao HPA é
separado do DNA por hidrélise &cida. Limite de deteccéo de 1
aduto para 108 nucleotideos. Esta mesma metodologia tem sido
proposta para a determinacdo de adutos formados entre o
benzo[a]pireno e o DNA em grupos de trabalhadores expostos
a este HPA. Diferentes valores foram encontrados para dife-
rentes atividades®.

Tioéteres urinarios

De modo geral, substancias que sdo metabolizadas com a
producéo de intermediarios eletrofilicos (potencialmente
genotoxicas) sofrem reagdes de conjugacdo com grupamen-
tos sulfidrila das moléculas de glutation (tripeptideo forma-
do por glicina, cisteina e y-glutamina) catalizadas por enzi-
mas da familia glutation-S-transferase. Os produtos forma-
dos s@o normalmente eliminados através das fezes ou da
urina, juntamente com produtos de seu catabolismo (uma
série de tiocompostos dentre os quais os &cidos mercapturi-
cos, ti6is e disulfetos)**6162, A determinaco destes tioéteres
tem sido proposta para 0 monitoramento humano da exposi-
¢ao a substancias eletrofilicas dentre as quais aquelas carci-
nogéni cas/mutagéni cas®®:%*,

A metodologia analitica envolvida nestas determinagdes in-
clui, geralmente, trés etapas: 1) extracdo com acetato de etila
ou eter etilico em pH 1 ou 2; 2) hidrélise alcalina a 100° C, no
escuro; e 3) derivatizagdo com reativo de Ellmann (&cido 5,5'-
ditiobis-2-nitro-benzéico) seguida de determinagdo espectrofo-
tométrica a 412 nm. Entretanto estes testes ndo séo especifi-
cos, apresentam alguns confundidores sérios como por exem-
plo o fumo e ndo apresentam sensibilidade suficiente para ava-
liacdo da exposicdo a concentragdes moderadamente baixas de
HPAs (<10 ug/md).

Outros testes relacionados na Tabela 3, como por exemplo,
0 de mutagenicidade urinaria, sdo igualmente inespecificos,

pouco sensiveis e ndo sdo utilizados rotineiramente®>¢7,

DETERMINAQAO DE ADUTOS COM DNA E OUTRAS
MACROMOLECULAS

Em geral, substancias eletrofilicas sdo capazes de reagir
com sitios nucleofilicos de macromoléculas bioldgicas for-
mando adutos.

Uma vez que a formagdo de adutos com o DNA é uma etapa
critica na carcinogénese quimica, a determinacéo destes compos-
tos pode servir como um bioindicador precoce para o cancer®®,
Varios métodos tém sido propostos para se determinar a formagéo
de adutos entre os HPAs e o DNA e entre HPAS e proteinas.
Estes, em geral, utilizam ensaios com marcacio através do 3P,
imunoensaios, espectroscopia por fluorescéncia e CLAE.
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Pés marcagdo com 2P

Um dos procedimentos mais utilizados para a quantifica-
¢do dos adutos de DNA é aquele feito por pés marcagéo com
52p5356 Nestes casos 0 DNA modificado é isolado e
hidrolizado enzimaticamente produzindo deoxiribonucleosi-
deo-3'-monofosfato. A seguir, a OH livre da posicéo 5’ deste
nucleosideo é [*? P]fosforilada através de reagdo com [32P]-
ATP em presenca de polinucleotideo quinase, a pH 9,5, pro-
duzindo deoxiribonucleosideo-3',5'-bifosfatos. Os produtos
resultantes desta reagcdo (nucleotideos normais marcados e
adutos marcados) podem ser separados por cromatografia em
camada fina bidimensional em placas de celulose/polietileno-
imina (PEl) ou CLAE. Sensitividade da ordem de 1 aduto
para 107 —10° nucleotideos normais pode ser obtida para
adutos hidrofdbicos.

Procedimentos para melhorar este limite tém sido desenvol-
vidos e consistem basicamente na utilizacdo de extragcdo com
butanol antes da marcagéo radioquimica®® ou utilizagso de uma
etapa prévia de digestéo preferencial dos nucleotideos normais
com nuclease P17, Outros procedimentos, como por exemplo
a utilizagdo da imunoafinidade para o enriquecimento dos
adutos ou a combinagdo do enriquecimento enzimatico com a
extragdo com solventes organicos e separagdo por CLAE tam-
bém tém sido propostos. Estes procedimentos tém possibilita-
do determinagdio de 1 aduto para 10%° nucleotideos normais
(0,3 — 3 x 108 Mol/g DNA).

Como neste tipo de ensaio pode-se determinar o total de
adutos formados pelos diferentes HPASs ou derivados, 0 mesmo
€ um bioindicador de exposi¢cdo a HPA total.

Uma vantagem da utilizag8o desta técnica € que ela ndo
€ especifica para um dado tipo de aduto, possibilitando de-
terminagdes multiplas. Por outro lado, a inexisténcia de um
protocolo analitico reconhecido internacionalmente, a falta
de especificidade da andlise dos adutos através da radiacao
B, a baixa capacidade resolutiva da cromatografia em cama-
da fina e a inexisténcia de padrfes dos diferentes adutos,
constituem sérias limitacdes. Este Ultimo aspecto é particu-
larmente importante nos casos de exposi¢des multiplas. Em
geral, a identificagcdo de adutos desconhecidos € ainda pro-
blemética devido a baixa sensibilidade da espectrometria de
massas. Além disto, uma relagéo clara entre a exposi¢do aos
HPAs e a formacdo de adutos HPA-DNA ainda ndo esta
bem estabelecida. Estes procedimentos sdo operacional mente
muito trabalhosos, o que limita suas utilizagbes como meto-
dologia de rotina.

Alguns métodos utilizados para a determinagdo de adutos
de DNA sdo mostrados na Tabela 6.

Adutos com proteinas

A avaliagdo quantitativa do DNA quimicamente alterado
por formagéo de adutos, normalmente ndo é facil devido as
pequenas concentragdes em que estes produtos sdo formados,
a eficiéncia dos mecanismos biolégicos de reparo, a diluicdo
dos adutos devido a divisdo celular e a dificuldade de se

Tabela 6. Métodos para a deteccdo de adutos de DNA™L,

amostrar DNA humano, especialmente tendo-se em conta a
grande variedade de 6rgéos-alvo dos diversos HPASs. Por isto,
especial atencdo tem sido dada ao estudo dos adutos forma-
dos nas reacfes entre 0s agentes carcinogénicos e proteinas,
como indicadores dos niveis reacdo com o DNA. Ou sgja,
acredita-se que os intermedi&rios eletrofilicos que reagem com
os sitios nucleofilicos do DNA também reagirdo com grupos
nucleofilicos de outras macromoléculas, como a albumina, a
hemoglobina, etc.

De fato, todas as substancias quimicas capazes de reagir
com o DNA, j& estudadas, reagem também com a hemoglobi-
na*2. A correlagéo entre as concentrages de adutos formados
através de reagBes com proteinas e aquela formada por reagdo
com o DNA tem sido observada em alguns casos, mas ndo se
trata de um fator universal. Mesmo assim, as reacOes de for-
magdo de adutos com as proteinas sdo Uteis no estudo da expo-
sicdo a formas ativas de carcinogénicos.

O monitoramento feito por esta via apresenta uma série de
vantagens como por exemplo a maior facilidade de se obter
maiores quantidades dos adutos. As proteinas, por apresenta-
rem baixa taxa de renovagdo, podem servir como indicadoras
de exposi¢do por varios meses.

A hemoglobina é uma das proteinas que tem sido utilizada
nestas técnicas e tem um tempo de meia vida de aproximada-
mente 120 dias, podendo servir como indicador da exposic¢éo
a agentes mutagénicos durante este periodo. A albumina tam-
bém tem sido utilizada e tem um tempo de vida de cerca de
20-24 dias. Neste procedimento, os tetréis correspondentes
aos HPA sdo isolados dos adutos por hidrélise acida e puri-
ficados por extragdo em fase sblida antes da determinagéo
por CLAE-FLUO.

Adutos de hemoglobina tém sido considerados como possi-
veis indicadores de exposicdo mas até agora apenas aguns
poucos experimentos sdo disponiveis. Algumas limitagcdes tem
sido relacionadas a esta metodologia’®. Por exemplo, a hemo-
globina humana forma carboxilatos com anti-benzo[a] pireno-
diolepdxido que pode ser hidrolisado a benzo[a]pireno-tetrol e
utilizado para determinacéo da exposicéo a este HPA.

O metabolismo urinério dos HPAs produzem fendis que séo
excretados livres ou associados a sulfato ou glucuronideo. Pe-
quenas quantidades de quinonas podem também ser formadas®.
O benzo(a)pireno, por exemplo, € metabolizado a 1-hidroxipi-
reno que forma 1-hidroxipireno-glucuronideo e 1,2-di-hidroxi-
1,2-di-hidropireno que sdo excretados pela urina’.

A formacdo de adutos com a hemoglobina humana, apés
protedlise enzimética e separacéo por imunocromatografia
tem sido utilizada para a quantificagdo dos adutos em indi-
viduos expostos?®. O aduto criseno-Hb pode ser separado e
quantificado por CLAE com deteccéo fluorométrica a partir
de uma fracéo parcialmente purificada por imunoafinidade.
A confirmagdo dos criseno tetrahidrotetrois é feita por
CGAR-EM*. Adutos de hemoglobina com nitroderivados de
HPA's tém sido utilizados como biomarcadores de exposi¢do
a gases de exaustdo de motores a 6leo diesel. Limites de
deteccéo da ordem de 0,01 - 0,08 pMol/g de hemoglobina
s#o relatados’®.

Método Quantificacdo Quantidade minima
Numero de adutos por 10 78 mol/ug de DNA por ensaio
nucleotideos normais DNA

Marcagdo com °H ou *C 1/107 - 10° 3 -300 1 mg

CLAE com detec¢do por fluorescéncia 1/107 300 100 pg

Imunoensaios (RIA, ELISA, etc) 1/108 30 50 ug

Espectroscopia de fluorescéncia sincrona 1/108 30 100 pg

CLAE-EM ou CGAR-EM 1/10° 3 100 pg

Marcagdo com 2P 1/10% 0,3 1 ug
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CONCLUSAO

A procura de bioindicadores confiaveis para a o estudo da
exposi¢cdo humana aos HPASs e seus derivados constitui ainda
matéria para muita pesquisa. Alguns indicadores espcificos,
como por exemplo o 1-hidroxipireno, tém sido propostos e
utilizados com sucesso nos estudos da exposi¢do humana a
determinados HPAS.

Muitos dos bioindicadores propostos para estudo da expo-
sic8o a misturas apresentam limitagfes que vao desde a baixa
sensibilidade até a grande variabilidade dos resultados obti-
dos, mostrando a influéncia de fatores néo totalmente contro-
lados sobre a metodologia e reforgando a necessidade da va-
lidag&o metodol égica.

Em muitos casos, a existéncia de outros agentes que podem
influenciar os resultados, tais como o habito de fumar ou mes-
mo as dificuldades técnicas limitam a utilizag8o. Vérias técni-
cas, como por exemplo 0s imunoensaios, séo bastante promis-
soras e constituem areas de pesquisa ainda pouco exploradas e
que necessitam desenvolvimento. A importancia e atualidade
do tema em conjungdo com as limitagdes analiticas das técni-
cas atualmente disponiveis justificam investimentos cientificos
e fazem com que esta area sgja bastante atraente para desen-
volvimentos futuros.
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