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Resumo

Desenvolveu-se um método sintético para a preparacdo de um padréo clorado do
benzo[a]pireno, num sistema bifasico (agua e n-hexano) utilizando como agente de
cloracdo NaOCI na presenca de um catalisador de transferéncia de fase em meio acido,
com um rendimento de 96%. Paralelamente, recorreu-se a um método que envolveu a
utilizacdo de CuCl, em CCl,, permitindo isolar o produto com um rendimento de 82%.
Ambos os métodos conduziram a formacdo do 6-Cl-BaP, caracterizado por
espectrometria de massa, espectroscopia de UV e fluorescéncia e *H-NMR, tendo-se
recorrido a espectros de correlacdo homonuclear de protdo (COSY) para a atribuigéo de
sinais. Aos compostos, benzo[b]fluoranteno e benzo[k]fluoranteno, aplicaram-se 0s
mesmos métodos de sintese, mas ndo foi possivel preparar nenhum derivado clorado,
possivelmente devido a elevada estabilidade quimica destes compostos.

A estabilidade do 6-CI-BaP em solucdo estudada a 37°C por RLC e 'H-NMR,
parecem indicar a presenca momentanea de uma nova espécie quimica que podera
resultar de alteragdes conformacionais ou electrénicas.

Aplicou-se a metodologia SPE-RLC-FLD para quantificar o composto 6-Cl-BaP
em solugdes aquosas. A validacdo da metodologia foi efectuada através do estudo da
linearidade das curvas de calibracdo, determinacdo da percentagem de recuperacéo, e
limites de deteccdo e de quantificacdo. A percentagem de recuperagdo da técnica SPE
foi de 84,4% e 0 CV (%) de 12,3%. O LDM calculado foi 0,003ug/L e o LQM foi de
0,0097 pg/L.

Os efeitos citotoxicos e genotdxicos do 6-Cl-BaP e BaP foram avaliados em
células HepG2 através do teste do vermelho neutro e do ensaio do cometa em condicdes
alcalinas, respectivamente. O ensaio do cometa permitiu identificar lesbes no DNA
provocadas pelo 6-Cl-BaP para as concentragdes 100 ¢ 125 uM. Comparagdes entre
concentracdes equimolares dos dois agentes permitem verificar que o derivado clorado

apresenta maior efeito genotdxico que o HAP ndo substituido, para 100 e 125 pM.

Palavras-chave: Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos; &agua; sub-produtos de

cloracdo; sintese; genotoxicidade; metodologias analiticas
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Disinfection by-products of water: synthesis and espectroscopic
characterization, implementation of methodologies and genotoxicity

characterization

Abstract

It was developed a new synthetic method for preparation of chlorinated
derivatives of benzo[a]pyrene, a biphasic system (water and n-hexane) as an agent of
chlorination using sodium hypochlorite in the presence of a phase transfer catalyst in
acidic medium with a yield of 96%. In parallel, using methods already described in the
literature, which involves the use of copper dichloride in carbon tetrachloride allowing
to isolate 6-Cl-BaP with an yield of 82%. Both methods led to the formation of the 6-
Cl-BaP which was characterized by mass spectrometry, UV spectroscopy and
fluorescence and nuclear magnetic resonance. The assignment of all signals was based
on correlations observed in the COSY spectrum.

The stability of 6-CI-BaP in aqueous solutions was studied at 37°C for RLC, GC
/ MS and *H-NMR. The results obtained by RLC and *H-NMR seem to indicate the
possible presence of a new chemical specie, although momentary.

It was applied the methodology SPE-RLC-FLD in order to quantify the
compound 6-CI-BaP in aqueous solutions. The validation of the methodology was
conducted by the study of the calibration curves linearity. The percentage of recovery
and limits of detection and quantification was determinate. The recovery percentage of
the solid phase extraction was 84.4% and CV (%) of 12.3%. The detection limit of the
method calculated was 0,003ug/L and the limit of quantification was 0,0097ug/L.

The cytotoxic and genotoxic effects of 6-Cl-BaP and BaP were evaluated in
HepG2 cells through the test of neutral red and the comet assay under alkaline
conditions, respectively. The comet assay identified lesions in DNA caused by 6-Cl-
BaP from concentrations greater than or equal to 100uM. Comparisons between
equimolar concentrations of both agents show that the chlorinated derivative has more

genotoxic effects that the unsubstitute PAH.

Keywords: Drinking water, Polycyclic aromatic hydrocarbons, chlorination by-

products, preparation, analytical methodologies, genotoxicity
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Introducdo

1. Introducéo

A qualidade da agua para consumo humano €é cada vez mais uma preocupacgao
mundial. Actualmente, a legislacdo nacional (Decreto-lei 306/2007) e internacional
(Directiva 98/83/EC) decreta os parametros que definem a qualidade da agua. De
acordo com esses parametros, as Estacbes de Tratamento de Aguas procuram remover
0s contaminantes, como o0s hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) de forma
eficiente com altas concentracdes de agentes de cloracdo, baixo pH e elevadas
temperaturas (Harrison et al, 1976). Contudo estas condi¢des parecem dar origem a
sub-produtos de desinfec¢do, como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos clorados
(CI-HAPS), entre outros (Schwartz et al, 1979;0yler et al, 1982).

1.1.Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

1.1.1.Considerac0es gerais
Os HAPs sdo um grupo de compostos que resultam de processos de combustao
incompleta de madeiras, 6leos e outras substancias organicas como o fumo do tabaco e
trafico automovel (Mahadevan et al, 2004; Mastral et al, 2000; OMS, 1998; Thorsen et
al, 2004). Existem mais de 100 HAPs diferentes e normalmente ndo aparecem isolados.
Podem aparecer no ar, agua e solo, associados a particulas de pd. Podemos encontra-los
em vegetais frescos, frutas e cereais devido a deposicao por via aérea (OMS, 1998).
Quimicamente, pertencem a uma classe de compostos organicos que contém
dois ou mais anéis aromaticos. Possuem uma baixa solubilidade em &gua e grande
afinidade para as particulas o que faz com que sejam detectados em quantidades muito
pequenas na agua (Wolska et al, 2006; OMS, 1998). Séo indicadores de poluicéo,
lentamente degradados no ambiente e pouco hidrolisaveis podendo, por isso, ser muito
persistentes (OMS, 1998). Por estes motivos, ndo sdo detectados em quantidades
significativas na agua (Wolska et al, 2006).
Uma das principais fontes de contaminacdo das aguas para consumo humano por

HAPs é o revestimento das condutas de abastecimento, apesar de compostos formados
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durante o processo de cloracdo e a infiltracdo de quimicos poluentes nos sistemas de
abastecimento também contribuirem para o efeito (Schwartz et al, 1979). O fluoranteno
é 0 HAP mais comum em &guas para consumo (OMS, 1998). Os HAPs podem ser
degradados por adicdo de cloro, diéxido de cloro ou hipoclorito de sédio. No caso do
hipoclorito de sddio, verificou-se que adegradacdo de HAPs era dependente da
concentracdo inicial de agente de cloracdo e HAP, pH e temperatura (Harrison et al,
1976).

A exposicdo a HAPs tem de ser encarada como uma exposi¢do a uma mistura de
compostos, seja ela, de origem ambiental ou ocupacional. Existem estudos que
associam o desenvolvimento de certas formas de cancro a exposicdes a HAP
nomeadamente a nivel dos pulmdes e pele devido, respectivamente, a exposicdo por
inalacdo e a exposicdes dérmicas. Varios HAPs como o benzo[b]fluoranteno (BbF) (1),
benzo[Kk]fluoranteno (BKF) (2), benzo[a]pireno (BaP) (3), benzo[ghi]perileno (BghiP)
(4), indeno [1,2,3-c,d]pireno (IcdP) (5), benzo[a]antraceno (BaA), benzol[j]fluoranteno
(BjF) e dibenzo[a,h] antraceno (DBahA), sdo tumorigenicos em testes laboratoriais in
vivo, como testes de exposicdo dérmica e injeccdo subcutanea (OMS, 1998). As

estruturas dos compostos referidos na legislacdo portuguesa encontram-se na Figura 1.1.

o oo oAy

2
(1) (2) (3)

99 :
)

(4

Figura 1.1. — Estrutura do BbF (1), BKF (2), BaP (3), BghiP (4) e IcdP (5).

Devido ao potencial genotdxico e mutagénico demonstrado pelos HAPs (OMS,
1998; ATSDR, 1990), a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) possui legislacdo
referente a determinacdo de alguns HAPs, escolhidos com base na persisténcia em

aguas superficiais e sua classificagcdo como carcinogénicos. S&o eles: fluoranteno (FA),
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pireno  (PY), benzo[a]antraceno (BaA), benzo[b]fluoranteno (BbF) (1),
benzo[j]fluoranteno (BjF), benzo[k]fluoranteno (BkF) (2), benzo[a]pireno (BaP) (3),
,dibenzo[a,h]antraceno (DBahA), benzo[g,h,i]perileno (BghiP) (4) e indeno[1,2,3-
cd]pireno (IcdP) (5). As descricdes de algumas das suas propriedades quimicas
encontram-se na Tabela 1.1.

Tabela 1. 1. - Propriedades quimicas de HAP referidos pela OMS (1998)".

Solubilidade em

Constante de

Coeficiente de

. o0 ki o

Composto Formula - Nanets S ég‘iﬁ 5/25;0) o 33;’3; n-octano//agua
(Kow)
Fluoranteno CisH1o 4 375 260 6.5x10" 5.22
Pireno CisH1o 4 393 135 61.1x10° 5.18
Benzo[a]antraceno CigH1p 4 400 14 a 5.61
Benzo[b]fluoranteno (1) CooH12 5 481 1.2 5.1x10° 6.12
Benzo[j]fluoranteno CyoH1z 5 480 25 4.4x10* 6.12
Benzo[K]fluoranteno (2) CyoH12 5 480 0.76 a 6.84
Benzo[a]pireno (3) CaoH1 5 496 3.8 3.4x10° 6.50
Dibenzo[a,h]antraceno CpoHyy 5 524 0.5 7x10° 6.50
Benzo[ghi]perileno (4) CpHia 6 545 0.26 2.7x10° 7.10
Indeno[1,2,3 cd]-pireno (5) CpHia 6 536 62 2.9x10° 6.58

a-sem dados

! Adaptado de OMS Guidelines for drinking-water quality (vol.2).

As caracteristicas apresentadas, como a baixa solubilidade em &gua, baixas

constantes de Henry e elevado coeficiente de particdo explicam a afinidade destes

compostos com a matéria organica.
O BaP (3) ¢ um dos HAPs mais carcinogénico (OMS, 1998; ATSDR, 1990). Por

se encontrar em &guas de abastecimento publico, o valor maximo permitido foi
estimado em 0,7 pg/L e o limite de deteccdo em 0,01 pg/L, por GC/MS e RLC-FLD
(OMS, 2006). Na legislacdo portuguesa, o decreto-lei n° 306/2007 apresenta os valores
paramétricos para o BbF(1), BKF (2), BaP (3), BghiP (4) e IcdP (5) em aguas para
consumo humano pois dos dez HAPs mencionados pela OMS, estes sdo 0s que
apresentam maior nUmero de anéis aromaticos. Para o BaP (3) a concentracdo maxima
permitida € de 0,01 pg/L enquanto para os restantes HAPs € de 0,10 pg/L para a soma

das suas concentragoes.
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Além de classificados como agentes genotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos
(IARC, 1998) os HAP podem ainda ser mencionados como desreguladores enddcrinos
pois interagem com os receptores endocrinos, ERa ¢ ERB (Charles et al, 2000; Murk,
2002; van Lipzig et al, 2005). Os HAP sdo, em geral, pré-mutagénicos, isto €, precisam
de ser metabolizados para expressarem as suas propriedades toxicas (ATSDR, 1990;
Colmsjo et al, 1984; Shimada et al, 2004).

De facto, muitos dos metabolitos de HAPs reagem covalentemente com o DNA e
outras macromoléculas (Kim et al, 1998; van Lipzig et al, 2005). Portanto torna-se
necessario avaliar o potencial genotdxico destes sub-produtos de desinfeccdo de agua
para consumo humano. Os HAPs podem actuar como inibidores, substratos e indutores
enzimaticos (Spink et al, 2007). No caso do BaP (3), por exemplo, 0s seus metabolitos
sdo capazes de se ligar ao receptor do estrogénio agindo como desregulador enddcrino
(Charles et al, 2000; Kim et al, 1998; van Lipzig et al, 2005).

Dado que os metabolitos de HAP sdo, em geral, mais reactivos que o proprio
composto (Colmsjo et al, 1984), os ensaios de mutagenese realizados em
microrganismos impdem a adicdo de sistemas ex0genos de activacdo metabolica,
normalmente o sistema S9. As linhas celulares como HepG2, linha celular de
hepatocarcinoma humano, surgem como alternativas validas porque retém actividade de
enzimas de fase | e Il que desempenham um papel crucial na activacdo de
procarcinogénicos genotoxicos e reproduzem de forma mais eficiente o comportamento
in vivo do que modelos experimentais com células metabolicamente incompetentes ou
com sistema de activacdo exdgenos (Knasmuller et al, 1998; 2004; Uhl et al, 2000).

Alguns parametros que podem ser determinantes na obtencao de resultados fidveis
em testes de genotoxicidade, como o ensaio do cometa ou 0 ensaio de micronucleos, sdo
o tipo de célula, a sua capacidade de recuperacdo, a fase do ciclo celular, a genotoxina a
estudar, duracdo entre exposicdo e 0 tempo que medeia entre o final da exposicdo e a

analise do parametro em estudo (Valentin-Severin et al, 2003).

1.1.2. Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos estudados no projecto

1.1.2.1.Benzo(a)pireno
O BaP (3) apresenta cinco anéis aromaticos e é também conhecido como 3,4-
benzopireno, 6,7-benzopireno ou benzo[d,e,f]criseno (US EPA). Estudos de

genotoxicidade in vitro e in vivo, como a exposi¢do dérmica e injecces subcuténeas,
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realizados com o BaP (3) permitem classificd-lo como agente genotdxico e
carcinogénico (ATSDR, 1990; Kim et al, 1998; OMS, 1998; 2006). Além disso o IARC
(Internacional Agency for Research on Cancer) classifica-o no grupo 2A, como
provavel carcinogénico para o Homem (IARC 1998).

O BaP (3) € um pré-mutagéneo portanto necessita ser metabolizado para que
adquira as suas propriedades cancinogénicas e mutagénicas. A sua bioactivacdo soO
ocorre na presenca das enzimas do citocromo P450, particularmente CYP1Al e
CYP3A4 (Figura 1.2.) (ATSDR, 1990; Shimada et al, 2004; Valentin-Severin et al,
2003; van Lipzig et al, 2005).

A biotransformacédo dos HAPs envolve diversos tipos de enzimas que catalizam
reac¢des de oxidagdo, reducdo e hidrélise como as enzimas do citocromo P450 e
enzimas que catalizam reaccOes de conjugacdo (Netto et al, 2000). As enzimas do
citocromo P4501A1 (CYP1A1) responsaveis pela activacdo metabdlica de HAPS, como
0 BaP (3), actuam numa zona de elevada densidade electronica originando epoxidos
(BaP- epoxidos) (6a-6¢) que por sua vez podem formar fendis (7) ou até mesmo di-
hidrodiois (8) por acgdo de epoxido hidrolases. Esses fendis podem sofrer oxidagéo e
originar quinonas ou produzir epdxidos secundarios (9). Estes ultimos, embora
instaveis, sdo as formas mais reactivas com o DNA pois o carbono benzilico destes
compostos pode criar ligaces com o DNA (BaP-macromoléculas) (10) e iniciar um
processo mutagénico. Os di-hidrodiolepoxidos sdo altamente instaveis e, quando ndo
reagem rapidamente, sdo hidrolizados a tetrois (11), cuja formacdo pode ser utilizada
como bioindicador da formacao de diolepoxidos. Os epoxidos (6a-6¢) podem também

sofrer conjugacéo e formar BaP- glutatos (12).
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Figura 1.2.— Representacdo esquematica da activacdo metabolica do BaP (3) ( Neto et al, 2000).

O BaP (3) é o HAP mais bem estudado relativamente a sua genotoxicidade e
carcinogenicidade (ATSDR, 1990; Dietrich et al, 2008, OMS, 1998; Staal et al, 2006).
Realizaram-se diversos testes sobre os efeitos genotoxicos desta e outras substancias
utilizando o ensaio do cometa. E um método rapido e apresenta elevada sensibilidade e
especificidade (Tice et al, 2000). Utilizando este método, diversos autores (Uhl et al,
1999,2000; Valentin-Severin et al, 2003) descreveram que solucdes de BaP (3) acima
de 25 uM apresentam efeitos genotodxicos significativos. Uma vez que diversos estudos
ja foram realizados, este é muitas vezes usado como controlo positivo em alguns
ensaios de genotoxicidade (Uhl et al, 1999, 2000; Valentin-Severin et al, 2003)
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1.1.2.2.Benzo(b)fluoranteno

O BbF (1) é um HAP com quatro anéis aromaticos. E conhecido como BbF (1)
mas tem outros sindénimos como 2,3-benzofluoranteno, 3,4-benzofluoranteno,
benzo[e]fluoranteno, benz[e]acefenantrileno, entre outros (US EPA) e pertence ao
grupo 2B (possivel carcinogénico para humanos), de acordo com a classificacdo do
IARC. Estudos in vitro e in vivo indicam que o BbF (1) induz efeitos genotdxicos
(OMS, 1998).

De acordo com alguns estudos, o BbF (1) é metabolizado por oxidases
originando di-hidrodidis, sendo consistente com o metabolismo de activa¢do dos HAPs
(Amin et al, 1985). A bioactivacdo deste composto ocorre através do citocromo
CYP1Al e 1A2. Os metabolitos do BbF identificados s&o: 12-hidroxiBbF, BbF-1,2-
diol, BbF-11,12-diol, BbF-9,10-diol, 5- e 6-hidroxiBbF-9,10-diol, BbF-9,10,11,12-
tetraol, BbF-9,10-diol-11,12-epoxido, 1-hidroxiBbF, 5-hidroxiBbF e 6-hidroxiBbF. O
metabolito BbF 9,10-diol evidenciou actividade carcinogénica em testes realizados em
epiderme de ratinhos (Geddie et al, 1987).

O BbF (1) induz a formacdo de tumores em ratinhos em testes de exposicéo
dérmica e injeccOes subcutaneas. A dose mais baixa para estes testes é pelo menos dez
vezes menor do que para o BaP (3), contudo ndo existem dados de estudos realizados
em seres humanos (IARC, 1998). Poréem, o BbF(1) é um componente de misturas, como
o fumo de cigarro, que estdo associadas a cancro humano (US EPA, 1990).

Estudos realizados por exposicdo dérmica de ratinhos permitiram avaliar a
carcinogénese do BbF(1) durante 14 meses. Verificou -se que doses elevadas de BbF(1)
(0,5% de BbF em acetona) induzem 90% de carcinomas em 8 meses e doses médias
(0,1% de BbF em acetona) produzem 65% de carcinomas em ratinhos em 12 meses.
Verificou-se também que houve aumento de animais com tumores e do nimero de
tumores por animal (LaVoie et al, 1982). Estudos semelhantes também revelaram uma

forte incidéncia de tumores (Amin et al, 1985).

1.1.2.3.Benzo(k)fluoranteno

O BKF (2) possui quatro anéis e designa-se também pelos nomes de 11,12-

benzo[k]fluoranteno, 8,9-benzofluoranteno, dibenzolb,jk]fluoreno, entre outros (US
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EPA) e pertence ao grupo 2B (possivel carcinogénico para humanos) de acordo com a
classificagdo do IARC (1998).

Tal como os outros HAPs, o BKF (2) é metabolizado pelo citocromo P450. Tal
como o BaP (3), estudos recentes evidenciam que o BKF (2) é capaz de influenciar a
ligagdo ao receptor de estrogénio pois dados referem que a baixas concentraces 0s
metabolitos do BkF aumentam a produgdo do 17-estradiol, enquanto concentragoes
mais elevadas inibem este mecanismo.

Os metabolitos identificados do BKF sdo BkF-2,3-diol, BkF-8,9-diol e 3-,8- e 9-
OHBKF. Estes estudos referem ainda que os efeitos indutivos destes metabolitos no
CYP1Al séo possivelmente um factor importante nas interaccbes HAP-CYP que
definem a toxicidade e carcinogenicidade dos HAPs (Spink et al, 2007).

Estudos in vivo com ratinhos, ndo revelam que o BkF (2) apresente uma
actividade tumorigénica significativa (OMS, 1998) contudo estudos testes de
mutagénese realizados em bactérias, na presenca de um sistema exdgeno de activacéo
metabdlica, apresentaram resultados positivos (US EPA).

Tal como o BbF(1), ndo existem dados sobre a carcinogenese do BKF(2) no
Homem. No entanto existem alguns estudos realizados em ratinhos, em que se verificou
uma relacdo dose-resposta sendo que as concentracfes mais elevadas apresentaram mais
animais com tumores e com maior nimero de tumores por animal (LaVoie et al, 1982:
Amin et al, 1985).

1.1.3. Metodologias de quantificacdo de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos

Existem varios métodos para a analise de HAPs em amostras de agua, sendo as
mais comuns, RLC-UV, RLC-FLD, RLC-DAD, GC/MS e GC-FID (Martinez et al,
2004; EI-Beqgali et al, 2006; Petterson et al, 2004; Léon et al, 2003; Doong et al, 2000;
Djozan et al, 1999;L.iu et al, 1997; Manodori et al, 2006; Anyakora et al, 2005; Rezaee
et al, 2006).

A extraccdo e pré-concentracdo de HAPs sdo normalmente realizadas atraves de
técnicas como extrac¢do liquido-liquido (LLE) e extraccdo em fase sélida (SPE),
frequentemente utilizadas por varios autores (Urbe et al, 1997; Zhou et al, 2006; Liu et
al, 1997; Manodori et al, 2006; Anyakora et al, 2005). Estudos recentes utilizam
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também a microextraccdo em fase sélida (SPME) ou microextraccdo em fase liquida
(LPME) (Hou et al, 2002; Chen et al, 2004).

A metodologia SPE aplicada aos HAPs utiliza cartuchos com fase reversa Cig para
a remoc¢do desses compostos da solugcdo aquosa. As amostras aquosas passam através
desses cartuchos, a uma velocidade méxima, para que os HAPs fiquem retidos na fase
do cartucho. Os cartuchos secam sob o fluxo de azoto e remove-se 0 HAP adsorvido no
cartucho com um solvente organico, por exemplo, 0 n-hexano. A amostra é depois
concentrada e adiciona-se o solvente apropriado para a analise por cromatografia liquida
de fase reversa que se seguird, para quantificar o HAP.

A técnica de cromatografia liquida pode ser associada a um detector de
fluorescéncia (FLD) ou de ultra-violeta (UV). O detector de fluorescéncia é muito
especifico, uma vez que tem que se seleccionar o comprimento de onda de excitacdo e
emissao e por isso é muitas vezes escolhido para a deteccdo deste tipo de composto
(Wolska et al, 2006;Titato et al, 2006).

A metodologia de SPE é uma forma simples, rapida e econémica de determinar os
HAPs presentes na agua para consumo humano sem interferéncia de outros
contaminantes quimicos (Garcia-Falcon et al, 2004). Esta técnica permite evitar os
problemas associados a extrac¢do liquido-liquido como a separacdo incompleta de
fases, baixa percentagem de recuperacéo, utilizacdo de material de vidro dispendioso e

necessidade de grandes quantidades de solventes (Supelco Co. (Guide)).

1.2. Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos clorados

Os CI-HAPs sdo derivados clorados de HAPs. Apresentam dois ou mais anéis
aromaticos e um ou mais atomos de cloro associados aos anéis aromaticos. Tal como os
HAPs, podem encontrar-se no ar, solo e agua. Derivados clorados como o 6-cloro-
benzo[a]pireno (6-CIl-BaP) (13) encontram-se presentes no ar durante todo o ano
enguanto outros variam com as estacOes do ano (Kitawaza et al, 2006).

A existéncia de derivados clorados de HAPs em &guas para consumo humano
formados devido ao processo de desinfeccdo por cloro tem sido demonstrada por alguns
autores (Oyler et al, 1982,1983; Shiraishi et al, 1985; Hu et al, 2006).

Em alguns estudos, foram encontrados derivados monoclorados do naftaleno,

dibenzofurano, fluoreno, fluorenona, fenantreno e fluoranteno, e diclorados do
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naftaleno, fenantreno e fluoranteno em amostras de &gua. Verificou-se também a
presenca de derivados oxigenados (Shiraishi et al, 1985).

Oyler et al (1982,1983), verificou que a desinfeccdo de aguas de abastecimento
publico a pH <6 origina produtos oxigenados (quinonas) e clorados enquanto a pH> 6
0s produtos obtidos sdo apenas oxigenados (epdxidos, fendis, quinonas, etc). Verifica-se
0 aumento da reactividade do cloro e formagdo do acido hipocloroso com a diminuicéo
do pH (Oyler et al, 1978).

As espécies predominantes em solugdes aquosas com cloro sao HOCI, OCI', CI,
Cl, e Cl3” (Oyler et al, 1982). A relacdo entre as espécies é descrita nas equacées (1), (2)
e (3).

HOCI<>H* <0CI Khoci= 2,62x10%a20°C (1)
Cl, + H,0 ©&HOCI+ H* + CI Kci,=3,38x10™ a 20°C )
Cl, + CI &Cly Kci3.=0,19 a 25°C (3)

Estas relacbes permitem verificar que a pH acido a concentracdo do acido
hipocloroso é significativa. De acordo com estas consideragdes, a concentracédo de acido
hipocloroso formado, devido a adicdo de hipoclorito de sodio em &guas de
abastecimento publico, vai condicionar o aparecimento de CI-HAPs (Harrison et al,
1976; Qyler et al, 1978). Assim a pH>6 ndo se originam produtos clorados devido a
auséncia de concentrac6es de acido hipocloroso significativas (Oyler et al, 1982).

Além do pH, outros factores sdo considerados responsaveis pelo aparecimento
dos CI-HAPs, nomeadamente a concentracdo do agente de cloragdo que normalmente é
o hipoclorito de sodio nas ETAs, a concentracdo dos HAPs presentes na agua e a
temperatura (Harrison et al, 1976; Oyler et al, 1978).

Um estudo desenvolvido por Hu et al (2006) demonstrou que o pireno quando
submetido, em agua, a um processo de desinfeccdo de agua pelo cloro da origem a
diversos produtos clorados. Na auséncia do ido brometo verificou-se que o produto
principal é o 1-cloro-pireno (1-CI-PY) enquanto na presenca do ido referido os produtos
obtidos foram o di-bromo-pireno (di-Br-PY) e o 1-bromo-pireno (1-Br-PY) (Hu et al,
2006).

A toxicidade destes compostos depende do nimero de substituicbes e da posicdo do
cloro (Kitawaza et al, 2006). Testes de mutagénese mostraram que alguns derivados

clorados dos HAPs eram mais mutagénicos do que dos respectivos HAP ndo
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substituidos (Lofroth et al, 1984), nomeadamente o antraceno, fenantreno,
benzo[a]antraceno, pireno, criseno utilizando o teste de Ames. Nesse estudo é referido
que os efeitos mutagénicos dependem da estrutura quimica e da adi¢cdo de um sistema
exdgeno de activacdo metabdlica, ou seja necessitam de ser metabolizados, como é o
caso do 1-cloro-pireno (Lofroth et al, 1984; Colmsjo et al, 1984).

Num outro estudo mostrou-se que aguas sujeitas a cloragdo induziram um aumento
de aberragcBes cromossomicas dez vezes superior a aguas tratadas com outro agente de
desinfeccdo (Itoh et al, 1996).

Estudos recentes indicam também que os derivados clorados, tal como os HAPs,
interferem com a actividade do receptor de estrogénios activando o receptor de
hidrocarbonetos arilos, responsavel por diversas respostas antiestrogénicas. Verifica-se
também que a resposta aos derivados clorados é ligeiramente superior a dos HAPs (Hu
et al, 2006).

Dos HAPs em estudo, apenas o derivado clorado do BaP (3), o 6-Cl-BaP (13), se
encontra presente no ambiente, nomeadamente no ar (Kitawaza et al, 2006).

Apesar de outros estudos terem demonstrado que a toxicidade dos derivados Cl-
HAPs é maior que a dos respectivos percursores e de igualmente se ter demonstrado que
este tipo de derivados podem ser encontrados em aguas de abastecimento, sobre o 6-Cl-
BaP (13) nédo existem estudos efectuados. Para o BbF (1) e BKF (2) ndo existe qualquer
registo de preparacao de derivados clorados e consequentemente de estudos genotdxicos
sobre 0s mesmos.

Diversos métodos de sintese de CI-HAP séo apresentados na literatura (Dewhurst et
al, 2003; Dyker et al, 2003; Nakamura et al, 2007). Nos estudos de Dewhurst et al
(2003) e Dyker et al (2003), os métodos de sintese recorreram a agentes de cloracéo
como N-cloro-succinimida e dicloreto de cobre dissolvidos em carbonato de propileno e
tetracloreto de carbono, respectivamente. Ambas as sinteses apresentam rendimentos
satisfatorios contudo sdo procedimentos morosos, nomeadamente no método de sintese
com dicloreto de cobre em tetracloreto de carbono que demora cerca de 24 horas.

Nakamura et al (2007) utiliza o hipoclorito de s6dio como agente de cloracédo
diluido em metanol para preparar derivados clorados do pireno (PY). Este método
apresenta-se como uma alternativa a utilizacdo de solventes carcinogénicos para a
sintese de CI-HAPs, contudo tém o inconveniente de utilizar um solvente pouco

indicado para alguns HAPs, nomeadamente o BaP (3), que é pouco solivel em metanol.
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1.3.Metodologias de avaliacéo de efeitos citotdxicos e genotoxicos

Das metodologias utilizadas para determinar a presenca de efeitos citotdxicos de
genotoxinas em estudos in vitro, o teste do vermelho neutro é um dos mais utilizados.
De acordo com Boreunfreund et al (1985), o teste do vermelho neutro (Neutral Red)
baseia-se na capacidade de células vidveis incorporarem este corante nos lisossomas.

Tal facto ocorre porque o corante € um catiénico fraco que entra através da
membrana celular e fica retido nos lisossomas devido a acidez dos mesmos. Caso a
membrana ndo esteja danificada, a incorporacdo do corante sera maior, permitindo
distinguir células viaveis de ndo vidveis, através da intensidade do sinal
espectrofotométrico.

Quando se procede a avaliagdo de efeitos genotdxicos, € sempre importante ter em
atencdo que os efeitos demonstrados podem depender, além da genotoxicidade do
agente, da citotoxicidade do mesmo ou até do efeito de solventes. Assim torna-se
essencial estudar os efeitos citotoxicos sempre que se pretende avaliar efeitos
genotoxicos de um agente, para evitar falsos resultados positivos (Tice et al, 2000).

A presenca de lesbes no DNA, nomeadamente quebras de cadeia na molécula de
DNA, quebras e rearranjos cromossémicos, provoca instabilidade gendmica que, se
sabe estar associada ao processo de carcinogense (Tice et al, 2000).

Neste contexto, tém sido utilizadas diversas técnicas na deteccdo de danos no DNA
para avaliar a actividade genotdxica, como por exemplo o ensaio de electroforesede
célula Unica em gel ou ensaio do cometa (Tice et al, 2000) e o ensaio dos micronucleos
(Fenech, 2006). Nas ultimas duas décadas, recorreu-se ao ensaio do cometa,
comparativamente a outras técnicas, por apresentar varias vantagens como a uma boa
sensibilidade na deteccdo de baixos niveis de lesdes no DNA, a necessidade de um
namero reduzido de células por amostra, baixos custos, facilidade de aplicacéo,
utilizacdo de pequenas quantidades de genotoxina a testar e a rapidez com que se obtém
os resultados (Tice et al, 2000).

A versatilidade de aplicacGes deste ensaio também tem contribuido para a sua
utilizacdo face a outras técnicas. Esta metodologia pode ser utilizada para realizar
ensaios de genotoxicidade, identificando possiveis agentes mutagénicos e
carcinogénicos, mas também pode ser usado para monitorizacdo ecoldgica e estudos de
reparacdo de DNA (Collins, 2004).
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O ensaio do cometa permite detectar lesbes no DNA em células individuais.
Consiste essencialmente na lise de células, apds exposicdo aoagente genotdxico,
incorporadas numa camada de gel de agarose sobre uma lamina, permitindo a remogéo
de membranas, citoplasma e nucleoplasma (Collins, 2004). Apo6s o periodo de lise,
apenas 0 DNA, RNA e proteinas ficam imobilizados na lamina. Estes nucledides séo
depois incubados numa solucdo alcalina (pH>13), conduzindo a desnaturacdo e
desenrolamento do DNA. As laminas sdo depois sujeitas a electroforese em condicdes
alcalinas (pH>13) (Tice et al, 2000) onde 0 DNA fragmentado das células lesadas migra
em direccdo ao anodo, dando origem a estruturas semelhantes a cometas, com um
nacleo constituido por DNA intacto e uma cauda constituida por DNA fragmentado
(Collins, 2004).

Apobs a neutralizacdo do microgel e coloragdo com um fluorocromo apropriado,
normalmente o brometo de etidio, os cometas sdo visualizados por microscopio de
fluorescéncia (Tice et al, 2000). A extensdo da cauda depende do tamanho dos
fragmentos de DNA obtidos e a intensidade da cauda do cometa, relativamente a do
nacleo, indica o nivel de leses no DNA (Collins, 2004).

1.4. Objectivos

A informacdo disponivel revela a formacdo de derivados clorados de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos durante o processo de cloragem de aguas de
abastecimento (Hu et al, 2006; Oyler et al, 1983). Uma vez que derivam de compostos
potencialmente mutagénicos e carcinogénicos para 0 Homem (IARC, 1998), torna-se
indispensavel o estudo dos efeitos genotoxicos na salde humana dos sub-produtos
gerados pela associacdo de cloro, presente nas aguas de abastecimento durante a
desinfeccao.

No ambito deste estagio sdo alvos de estudo alguns derivados clorados de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos referidos na legislacdo portuguesa e
internacional, nomeadamente o BbF (1), BkF (2) e BaP (3).

Este estudo visa trés objectivos especificos:

1. Sintetizar e caracterizar 0s derivados clorados do benzo[a]pireno,

benzo[b]fluoranteno e benzo[k]fluoranteno;
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Implementar metodologias analiticas para aplicacdo futura na identificacdo e
quantificacdo de derivados clorados de HAPs em &guas destinadas ao consumo

humano;
. Avaliar o potencial genotoxico dos derivados clorados de HAPs sintetizados em

1.
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2. Procedimento experimental

No decorrer de todas as fases do trabalho experimental foram tomadas as
devidas precaucdes de seguranca. Assim devido a toxicidade dos reagentes manipulados
recorreu-se ao uso de bata, luvas, mascara e Oculos de proteccdo tendo-se operado
sempre em hotte.

2.1. Reagentes e solventes

O BaP (3) (98%) (CAS 50-32-8) foi obtido comercialmente (Sigma, Saint Louis,
USA) tal como o sal de transferéncia de fase, Aliquat ® 336 (Cognis corporation lon-
Transfer Technology, Tucson, USA). O BbF (1) (99,5%) (CAS 205-99-2) e o0 BkF (2)
(99,5%) (CAS 207-08-9) séo da marca Dr.Ehrenstorfer GmbH, Alemanha.

Os solventes n-hexano (Suprasolv) e acetato de etilo foram adquiridos através da
Merck. O acetonitrilo (99,9%) utilizado é da marca Carlo Erba reagenti (Rodano. Ml,
Itdia) e a agua ultra-pura foi obtida por um sistema Milli-Q (Milli-Q Corp., USA). O
azoto utilizado é Premier- X50S da Gasin.

Todos os solventes foram, sempre que necessario, purificados e secos por
métodos padronizados (Perrin et al, 1988).

Os reagentes necessarios para a preparacao de laminas, microgel e solugdes de
lise, neutralizacdo e electroforese utilizados no ensaio do cometa foram fornecidos pela
marca Sigma Aldrich®, Inc. (USA). O meio celular e os suplementos necessarios foram
adquiridos através da Invitrogen Corporation (USA).

Os HAPs utilizados foram guardados ao abrigo da luz e as solucbes preparadas

com 6-Cl-BaP (13) foram colocadas em frascos de vidro ambar a 4°C.

15



Procedimento experimental

2.2. Instrumentacao

2.2.1.Ressonancia magnética nuclear de protéo

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (NMR), foram adquiridos num
espectrometro Briker, modelo ARX 400 (400 MHz), em CD3CN a 18°C. Os desvios
séo expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em hertz
(Hz). Utilizou-se o tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno. Os resultados
encontram-se indicados pela sequinte ordem:
Nucleo (solvente): desvio quimico (8,ppm)[intensidade relativa (nH, como numero de
protbes), multiplicidade do sinal (d-dupleto,m-multipleto), constante de acoplamento (J,
Hz), atribuicdo na molécula].

2.2.2.Espectrometria de massa

Os espectros de massa obtidos, para caracterizacdo do 6-Cl-BaP (13), por
cromatografia gasosa - espectrometria de massa (GC/MS), foram adquiridos num
aparelho GC 6000-Carlo Erba Veja Series 2, MS QMD1000 Carlo Erba, numa coluna
DB-5, 30m x 2mm DI, 0,25um de filme (Agilent, USA). Utilizou-se o programa de
temperatura seguinte: temperatura inicial 60°C durante 3 min e uma rampa de 10°C/min
até 250°C seguida de outra rampa de 20°C/min até 300°C, mantendo-se a esta
temperatura por 13 min. A fonte idnica e a interface foram mantidas a 200°C e 320°C
respectivamente. Para a analise e processamento dos resultados utilizou-se o software
Masslynks (Micromass, Reino Unido Ltd.).

O estudo da estabilidade térmica utilizou-se num aparelho de cromatografia
gasosa com detector de espectrometria de massa (GC/MS) (Varian 4000 GC/MS) numa
coluna VF-5ms, 30m x 0,32mm DI, 0,25um de filme (Varian, Alemanha). O programa
de analise é o seguinte: temperatura inicial de 50°C durante 1 min, e uma rampa de
20°C/min até 60°C durante 30 segundos, seguida de outra rampa de 20°C/min até 200°C.
Sucede-se outra rampa de 10°C/min até 290°C mantendo-se esta temperatura por 5
minutos. A fonte idnica e a interface foram mantidas a 240°C e 280°C respectivamente.
Para a andlise e processamento dos resultados utilizou-se o software Workstation

(\Varian, Alemanha).
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2.2.3.Cromatografia

2.2.3.1. Cromatografia de camada fina (TLC)

As cromatografias em camada fina foram efectuadas em placas de silica Merck
Kiesegel GF254 com 0,2 mm de espessura. A deteccdo dos compostos foi efectuada por
irradiacdo de luz ultravioleta (UV) a 254 nm e/ou 366 nm.

2.2.3.2.Cromatografia liquida de fase reversa (RLC)

A andlise e purificacdo das misturas reaccionais foram efectuadas por
cromatografia liquida de fase reversa com deteccdo de ultra-violeta (RLC-UV).
Efectuou-se uma eluicdo isocréatica, em acetonitrilo (100%), e a deteccéo foi efectuada a
um comprimento de onda de A=254 nm. As analises foram realizadas com uma coluna
analitica Luna RP18 (25 cm x 4,6 mm,5um, Phenomenex Luna®, Torrance, CA), com
um volume de injeccdo de 10 pL, operando a 1mL/min durante 20 minutos. A
purificacdo por RLC semi-preparativo foi realizada com uma coluna semi preparativa
Luna RP 18 (25 cm x 21,20 mm, 10 um, Phenomenex Luna®, Torrance, CA) operando
a 3 mL/min durante 25 minutos. O aparelho de cromatografia foi o LC 10 (Shimadzu,
Alemanha) com detector de UV/visivel (UV/vis) e o software correspondente € o
CLASS M10A.

Na metodologia SPE-RLC-FLD para a quantificacdo do 6-CIl-BaP em amostras
de agua utilizou-se um aparelho de cromatografia da marca Agilent 1100 Series com
detector de fluorescéncia. A coluna utilizada € uma coluna C18 ChromSepHPLC
column SS 25cmx4,6mm equipada com uma pré-coluna ChromSep Guard Column SS
10x3mm (Varian, Alemanha). Efectuou-se uma eluicdo isocratica em acetonitrilo
(100%) a um fluxo de 2 mL/min durante 20 minutos. O volume de injeccdo foi de 5 pL
para o estudo da estabilidade a 18°C e 37°C e de 50 L para os restantes ensaios. Os
comprimentos de onda do detector utilizados foram Aexcitacao = 295 NM € Aemissio = 420

nm, 440nm. O software utilizado é o ChemStation.
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2.2.4. Extracgdo em fase solida

O sistema de extraccdo em fase solida é da marca Teknokroma (Espanha) com
doze posigdes. Os cartuchos utilizados Cis (500 mg, 6mL) Bond elut sdo da marca
Varian (Alemanha).

2.3. Preparacdo e caracterizagdo de padrdes de CI-HAPs

2.3.1.Método geral A

Num baldo volumétrico preparou-se uma solugdo de HAP (1,98 mmol) em n-
hexano (2,5 mL), a qual se adicionou uma solucao de aliquat 336 (0,8 mg; 0,198 mmol),
hipoclorito de sédio (200 pL; 1,98 mmol) e HCI 0,1 M (200uL) em agua (1 mL). O
sistema bifasico resultante foi agitado durante 10 min, apds 0s quais se separaram as
fases. A fase organica foi destilada a pressdo reduzida, num evaporador rotativo, e
posteriormente redissolveu-se em acetonitrilo (3 mL). A solucdo resultante foi

purificada por RLC-UV/vis semi-preparativo.

2.3.1.1. Reaccdo com o benzo[a]pireno

Na reaccao efectuada na presenca de BaP (3) (21,6 mg;8,56 mmol), segundo o
método geral descrito em 2.3.1., isolou-se o produto 6-CI-BaP (13), s6lido amarelo com
um rendimento de 96% (20,7 mg).

6-Cl-BaP (13) : 'H-NMR (400 MHz, CDsCN) & (ppm): 9.23- A
9.16 (2H, m, H10 + H11), 8.87-8.84 (1H, m, H7), 8.55 (1H, d,
J=09.5, H5), 8.44 (1H, d, J = 9.0, H12), 8.37 (1H, d, J = 7.4,
H1), 8.24 (1H, d, J = 7.2, H3), 8.17 (1H, d, J = 9.6, H4), 8.09- T s (13)
8.06 (1H, m, H2), 7.98-7.97 (2H, m, H9 + H8); GC-MS (El): m/z (%): 286 (100) [M™],
250 (30) [M*-HClI], 143 (7), 125 (16); FEXS (Amax, NM): 242, 266, 288, 306, 323, 340,
359, 381; FEMS (Amax, NM): 343, 359, 417, 441, 481.
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2.3.1.2. Reacgdo com o benzo[b]fluoranteno

Na reacgdo efectuada com BbF (1), segundo método descrito em 2.3.1., ndo se
detectou por RLC-UV/vis a formagéo de qualquer produto.

2.3.1.2. Reacgdo com o benzo[K]fluoranteno

Na reacgdo efectuada com BKF (2), segundo método descrito em 2.3.1., ndo se
detectou por RLC-UV/vis a formagédo de qualquer produto.

2.3.2. Método geral B

Preparou-se uma solugcdo de HAP (20,1 mmol) em tetracloreto de carbono
anidro (3mL) a qual se adicionou dicloreto de cobre (62,2 mg, 46,2 mmol). A mistura
resultante foi refluxada, sob atmosfera de azoto, durante 24 horas. O solido em
suspensdo foi removido por filtracdo a quente e adicionou-se tetracloreto de carbono (4
mL) e dicloreto de cobre (27 mg, 5 mmol), tendo-se novamente refluxado durante 8
horas. Apos remoc¢édo do solido por filtracdo quente, a solucdo foi destilada a pressao
reduzida. O residuo obtido foi re-dissolvido em acetonitrilo e purificado por RLC-

UV/vis semi-preparativo.

2.3.2.1. Reac¢do com o benzo[a]pireno

Na reaccdo efectuada segundo o procedimento geral descrito em 2.3.2, na
presenca de BaP (3) (50,8 mg; 20,1mmol) foi isolado o 6-Cl-BaP (13) com um
rendimento de 82% (41,7 mg). O produto apresenta as mesmas caracteristicas

espectroscopicas do produto descrito em 2.3.1.1.

2.3.2.2. Reac¢do com o benzo[b]fluoranteno

N&o se detectou, por RLC-UV/vis, a formacdo de qualquer produto na reacgéo

efectuada com BbF (1), sequndo método descrito em 2.3.2.
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2.3.2.3. Reacgdo com o benzo[K]fluoranteno

N&o se detectou, por RLC-UV/vis, a formagdo de qualquer produto na reaccéo
efectuada com BkF (2), segundo método descrito em 2.3.2.

2.4. Ensaio de estabilidade térmica

2.4.1. Estabilidade do 6-cloro-benzo[a]pireno por *H-NMR

Preparou-se uma solucgdo de 6-Cl-BaP (13) em CD3CN (1 mg/L). Os espectros
de *H-NMR foram adquiridos a 37°C de 10 em 10 minutos ao longo de 4 horas.

2.4.2. Estabilidade do 6-CI-BaP por GC/MS

Preparou-se uma solucdo de 6-CI-BaP (13) (10 mg/L) a partir da dissolucéo de
0,8 mg de 6-Cl-BaP (13) em 1 mL de acetato de etilo e posterior diluicdo de 12 pL em
988 pL de acetato de etilo. Colocou-se a solugdo num banho de &gua a 37°C e
realizaram-se andlises de 30 em 30 minutos ao longo de 4 horas usando o programa de

temperatura descrito em 2.2.2.

2.4.3. Estabilidade do 6-CI-BaP por RLC-FLD

Preparou-se uma solucéo de 6-CI-BaP (13) (1 mg/L), preparada pela dissolucéo
de 0,1 mg em 1 mL de acetonitrilo e posterior diluicdo de 10 pl em 990 pL de
acetonitrilo. Colocaram-se 300 pL de solugédo, num frasco de 2 mL, num banho de agua
a 37°C e realizaram-se analises de 30 em 30 minutos ao longo de 4 horas usando o
programa de temperatura descrito em 2.2.2.

Simultaneamente, colocaram-se 300 pL de solucdo, num frasco de 2 mL, numa
sala com temperatura ambiente de 18°C e efectuaram-se analises por RLC-FLD de 30

em 30 minutos ao longo de 8 horas.
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2.5. Validacéo da metodologia SPE-RLC-FLD

2.5.1.Estudo da linearidade das curvas de calibra¢éo (SPE-RLC-FLD)

O estudo da linearidade das curvas de calibracdo foi realizado de acordo com as
normas 1SO 8466-1, -2 e guia Relacre 13.

2.5.1.1. Injeccé&o de solugdes de calibragéo SPCAL1 a SPCAL 10

A solucdo mae foi obtida pela dissolugdo de 1,1 mg de 6-Cl-BaP (13) em
acetonitrilo num baldo volumétrico de 10 mL. Seguidamente diluiu-se a solucdo de
forma a obter uma solugéo (solucéo filha 1) com a concentracdo de 0,44 mg/L (10 pL
da solucdo mée em acetonitrilo num baldo volumétrico de 5 mL).

As solucgdes seguintes foram preparadas diluindo a solucéo filha 1 (0,44mg/L)
com acetonitrilo, num baldo volumétrico de 5mL. Para tal retiraram-se os volumes da

solucéo filha 1 descritos na tabela 2.1.

Tabela 2. 1 - Concentrag@es de 6-CI-BaP utilizadas para elaboragdo da curva de calibragao.

Solucéo a preparar Concentracéo final (ug/L) Volume retirado (L)
SPCAL 1 1 11,4
SPCAL 2 2 22,7
SPCAL 3 3 34,1
SPCAL 4 4 454
SPCAL 5 5 56,8
SPCAL 6 6 68,2
SPCAL 7 7 79,6
SPCAL 8 8 90,9
SPCAL 9 9 102
SPCAL 10 10 114

SPCAL - solugdo padrdo de calibragdo

As solucdes preparadas foram analisadas por RLC-FLD, de acordo com o
descrito em 2.2.3.2.
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2.5.1.2.Estudo da gama de trabalho

Prepararam-se dez solucbes de 6-CI-BaP (13) a partir da solucdo filha 1 (0,44
mg/L) e diluidas em acetonitrilo num baldo volumétrico de 5 mL. Retiraram-se 11,4 pL
e 114 pL da solucdo referida para obter a concentracdo final de 1 e 10 pg/L,
respectivamente. As analises foram realizadas por RLC-FLD, conforme descrito em
2.2.3.2.

O procedimento foi realizado em dois dias consecutivos por um operador.

2.5.2.Determinacéo da percentagem de recuperacao, limite de deteccéo e de

guantificacdo

2.5.2.1.Procedimento geral

Prepararam-se solu¢fes com 250 mL de &gua ultra-pura, 75 mL de acetonitrilo e
uma quantidade variavel de amostra, dependendo da determinacdo que se pretende
efectuar. Seguidamente, procedeu-se ao condicionamento dos cartuchos C;s de SPE
(500 mg, 6 mL) com 7 mL de acetonitrilo e 14 mL de agua ultra-pura, sem que 0s
cartuchos secassem. Fez-se passar a solucdo preparada anteriormente a velocidade
méaxima possivel, com o auxilio de uma bomba de vacuo, e lavou-se o frasco com uma
solucdo de lavagem (acetonitrilo: dgua ultra-pura (30:100)). Secou-se o cartucho com
fluxo de azoto durante 20 minutos. A amostra foi depois eluida com 12 mL de
n-hexano, de forma repartida (5+5+2). Por fim, concentrou-se os volumes para 1 mL
com fluxo de azoto e adicionou-se 2 mL de acetonitrilo. Finalmente, deixou-se
concentrar até obter um volume de 1 mL e quantificou-se por RLC-FLD, conforme
descrito em 2.2.3.2.

2.5.2.2. Determinacédo da percentagem de recuperacao

Prepararam-se seis solucGes aquosas com acetonitrilo sem amostra (branco) e
seis com 250 pL da solucdo filha 2 (0,01 mg/L), preparada através da diluicdo de 456
pL da solucdo filha 1 em acetonitrilo num baldo volumétrico de 20 mL. Seguidamente
procedeu-se conforme descrito em 2.5.2.1.

O procedimento foi realizado em dois dias consecutivos por um operador.
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2.5.2.3. Determinacéo do limite de deteccéo

Prepararam-se seis solu¢des aquosas com acetonitrilo e 35 pL da solucédo filha 2
(concentracdo final em &gua 0,0014 pg/L). Seguidamente procedeu-se conforme
descrito em 2.5.2.1.0 procedimento foi realizado por dois operadores em dois dias

consecutivos.

2.5.2.4. Determinacéo do limite de quantificacéo
Prepararam-se seis solugdes aquosas com acetonitrilo e 113 pL da solugéo filha 2
(concentracdo final em &gua 0,00452 pg/L). Seguidamente procedeu-se conforme
descrito em 2.5.2.1. O procedimento foi realizado por dois operadores em dois dias

consecutivos.

2.6. Caracterizacdo da potencial actividade genotoxica de CI-HAPs

2.6.1. Linha celular

Para este estudo utilizaram-se células metabolicamente competentes, células
HepG2 (ATCC 180, Braunschweig, Alemanha), derivadas de hepatocarcinoma humano.
Os testes foram realizados quando as células se encontravam entre a passagem 10 e 33.
Todos os procedimentos foram realizados numa camara de fluxo laminar Kojair,

modelo KBS-125, classe 11 B em condicdes de esterilidade.

2.6.2.Manutencéo celular

As células foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM/F12) com Glutamax I, ao qual se adicionou 2,5 % tampdo HEPES, 1,5 %
penicilina/streptomicina, 1% fungizona e 15 % soro bovino fetal inactivado. As células
foram mantidas na estufa a 37°C com 5% CO, em frascos de cultura médios (75 cm?,
Nunc, Roskilde, Dinamarca).

A subcultura e propagacdo das células HepG2 foi efectuada duas vezes por
semana e a diluicdo utilizada foi 1/2 ou 1/3, dependendo do estado de confluéncia da

cultura celular.
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Assim para a subcultura, as células foram lavadas, tripsinizadas com uma
solucdo tripsina-EDTA a 25% (Invitrogen Corporation,California, USA) e incubadas a
temperatura de 37°C até que as células se destacassem da superficie de crescimento. A
tripisina foi inactivada por adicdo de 4,5 mL de meio de cultura seguindo-se uma
centrifugagdo (301xg, 5 min). As celulas foram depois ressuspendidas e distribuidas de
acordo com a diluicdo desejada em frascos de cultura. Para evitar stress celular,
provocado pela diferenca de temperatura, todos os reagentes eram pré-aquecidos a
37°C.

2.6.3. Exposicao das células ao 6-cloro-benzo[a]pireno e ao benzo[a]pireno

A amostra de 6-CI-BaP (13) utilizada para preparar as soluges seguintes
apresentou um grau de pureza de 96%. Prepararam-se duas solugdes mae de 6-Cl-BaP
(13) em acetonitrilo com concentracdes de 0,9 g/L (p/v) e 30 mg/L (p/v) e a partir destas
prepararam-se as solucdes em meio de cultura com a concentracao a testar. Prepararam-
se, tambeém, duas solucGes de BaP (3) em dimetilsulfoxido (DMSQO) com concentragdes
de 3 g/L (p/v) e 50 mg/L (p/v).

Para controlo positivo, preparou-se a solucdo de etilmetilsulfonato (EMS) (20
mM) em meio de cultura, na altura do ensaio. Como controlos negativos prepararam-se
solugdes com o volume maximo utilizado dos solventes do 6-Cl-BaP (13) e BaP (3),
respectivamente, 199uL de acetonitrilo e 52 uL. de DMSO em 5 mL de meio de cultura.

As concentracdes de 6-Cl-BaP (13) e BaP (3) testadas foram 0,1 uM, 1 uM, 10
UM, 20 uM, 50 uM, 75 uM, 100 uM e 125 uM, ao longo de 24 horas. Como controlos
negativos utilizaram-se os solventes do 6-Cl-BaP (13) e BaP (3), respectivamente,
acetonitrilo e DMSO.

2.6.4. Avaliacao de viabilidade celular pelo azul tripano

O ensaio de viabilidade celular utilizado foi o ensaio de azul tripano. Este
baseia-se na capacidade de células ndo vidveis incorporarem o corante, permitindo a sua
distincdo de células viaveis pela coloracao azul, em microscopia Optica.

Este ensaio permite calcular a viabilidade celular apds o tratamento das células a
inocular quer no teste de citotoxicidade quer no ensaio do cometa. Neste Ultimo caso,

foi realizado antes e depois da exposicdo celular as concentragdes testadas. Para tal
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retiraram-se 50 pL da suspensdo celular e adicionaram-se 50 pL de uma solucéo de azul
de tripano (0,1%).

Seguidamente contou-se o niumero de células viaveis (transparentes) e inviaveis
(azuis) num hemacitometro e calculou-se o nimero de células vidveis por mL,
considerando a dilui¢do efectuada, pela seguinte formula:

n® celulas viaveis

Viabilidad lular(s) = ¥ 100
iabilidade celular(%) n® total de células

2.6.5. Avaliagéo de citotoxicidade pelo vermelho neutro

O teste do vermelho neutro utilizado foi efectuado com o descrito por
Boreunfreund et al (1985). Inocularam-se 2x10* células numa placa de 96 placas
(Nunc) com 100 pL de meio de cultura. As células foram incubadas na estufa a 37°C
com 5%CO, durante 24 horas. Seguidamente substituiu-se 0 meio de cultura por meio
de cultura com 6-CI-BaP nas concentracgdes a testar. O tempo de exposicao escolhido foi
de 24 horas. Passado esse tempo removeu-se 0 meio de cultura e adicionou-se 10 pL de
solucéo aquosa de vermelho neutro (0,5 mg/mL) e 90 pL de meio de cultura a cada um
dos pocos, para uma concentracdo final de 50 pg/mL, e deixou-se a incubar por 3 horas
(37°C, 5%CO0,) para incorporacdo do corante. Lavou-se depois com PBS e extraiu-se o
corante com 100 pL de uma mistura de etanol: acido acético: agua (50:1:49). Procedeu-
se, por fim, a leitura da absorvancia a 540 nm num espectrofotdometro (Multiscan

Ascent, LabSystems, Helsinquia, Finlandia).

2.6.6. Ensaio do cometa em condicdes alcalinas

O ensaio do cometa realizou-se de acordo com o descrito em Tice et al (2000).
A preparacdo das soluc@es, laminas e microgel encontram-se no Anexo I.

Procedeu-se & inoculagdo de 5x10° células em frascos de cultura de 25 cm?
(Nunc, Roskilde, Dinamarca) e incubaram-se durante 24 horas a 37°C com 5%CO.,
para que as células se encontrassem na fase exponencial de crescimento na altura do
ensaio.

Vinte e quatro horas apds a inoculacgdo, as células foram lavadas com 2 mL de
PBS e tripsinizadas para se destacarem da superficie de crescimento. Uma vez em

suspensdo, adicionou-se 4,5 mL de meio de cultura. Apds ressuspensao, as células
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foram centrifugadas (301 x g, 5min). Ressuspenderam-se novamente em 10 mL de meio
de cultura.

Seguiu-se o tratamento das células com as solucGes a testar. O tempo de
exposicdo foi sempre de 24 horas. As concentracdes de 6- CI-BaP (13) e BaP (3)
testadas foram de 0,1 pM a 125 pM (descritas em 2.6.3.). Como controlo positivo,
utilizou-se 0 EMS (20 mM), durante uma hora.

Terminado o tempo de exposicdo, as células foram lavadas com PBS,
tripsinizadas e ressuspendidas em meio de cultura. Posteriormente centrifugaram-se as
células (301 x g, 5 min), desprezou-se o0 sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em
1,2 mL de meio de cultura. Testou-se a viabilidade celular (com azul de tripano) e
procedeu-se a uma diluicdo de 7x10* células em PBS. As células foram novamente
centrifugadas (301xg, 10 min) e o pellet foi ressuspendido em 80 pL de gel de agarose
de baixo ponto de fuséo (0,7%) que foi utilizado para preparar dois microgeis sobre as
laminas previamente revestidas com agarose (1%).

Para preparacdo do microgel depositaram-se 40 pL de suspensdo celular em gel
sobre a lamina e rapidamente colocou-se uma lamela quadrada e deixou-se no
frigorifico durante 10 minutos. A lamela foi retirada e as laminas foram mergulhadas na
solucéo de lise durante, pelo menos, 1 hora.

Seguidamente as laminas foram sujeitas a tratamento alcalino (20 min, 4°C) e
findo esse tempo, efectuou-se a electroforese em condi¢des alcalinas a 25 V durante 20
minutos a 4°C. As laminas foram em seguida lavadas com tampéo de neutralizacdo, 3
vezes, durante 5 minutos. Por fim removeu-se o tampdo e adicionaram-se 16 pL de
brometo de etidio (0,125 pg/uL) e colocou-se uma lamela sobre o gel. As laminas foram
guardadas em caixa fechada com atmosfera humida envolvida em folha de aluminio
durante a noite.

As laminas foram observadas em microscopio de fluorescéncia (Axioplan,
Zeiss) por um programa apropriado Comet Imager 1.2.12 (MetaSystems, GmbH) a uma

ampliacdo 200x e com filtro de emissdo no vermelho.
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3. Resultados e discussao

3.1. Preparagdo e caracterizagdo de padrdes de hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos clorados

3.1.1. Preparacéo de hidrocarbonetos arométicos policiclicos clorados

O objectivo inicial do trabalho envolveu na preparacéo de padrdes de derivados
clorados de HAP. O 6-CI-BaP (13) foi inicialmente preparado pelo método descrito por
Mulder et al. (1993), que envolve a reaccdo do BaP (3) com dicloreto de cobre em
tetracloreto de carbono (2.3.2. Método geral B).

Uma vez que o hipoclorito de sodio é um dos reagentes utilizados no tratamento
de &gua para consumo humano para eliminar HAPs (Shiraishi et al, 1985), desenvolveu-
se um método de sintese, que recorre a este agente de cloragdo, utilizando um sistema
bifasico de agua e n-hexano, em meio acido na presenca de um catalisador de
transferéncia de fase (Aliquat 336) (2.3.1. Método geral A.).

Estudos recentes apresentam outras formas de sintese de derivados clorados em
condi¢des semelhantes as utilizadas nas ETA’s. Nakamura et al (2007), por exemplo,
descreve um método em que sintetiza derivados halogenados de HAPs em metanol
através do uso de solucdes de hipoclorito de s6dio como agente de cloracdo. Esta
metodologia foi aplicada a HAPs como o pireno, fluoreno, 9-fluorenona e fluoranteno,
contudo ndo é exequivel para HAPs insollveis ou pouco soliveis em metanol, como o
BaP (3), pois implicaria a utilizacdo de solu¢Bes muito diluidas dificultando o processo
de purificacdo. Neste contexto, o sistema bifasico surge como uma boa alternativa de
sintese pois permite testar as condi¢es de tratamento de agua para consumo na
presenca de um solvente adequado aos HAPs a testar, utilizando pequenas quantidades
de solvente.

Neste sistema de duas fases, a sintese implicou a utilizacdo de um catalisador de
transferéncia de fase, permitindo que o produto formado na fase aquosa fosse
transferido para a fase organica. O sal de transferéncia de fase € normalmente utilizado

para transferir anides inorganicos para a fase organica (Starks et al, 1994). Estudos
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indicam que a presenca de sais de amonio quaternarios consegue transferir o hipoclorito
de sddio para afase organica (Lee et al, 1976).

Estudos preliminares evidenciam que a reacgédo para a preparacdo de padrdes de
HAPs ndo ocorria em pH neutro. De acordo com Oyler et al (1978), na auséncia de pH
acido, a reac¢do ndo ocorre uma vez que o acido hipocloroso ndo se encontra em
concentragdes significativas necessarias para que haja formacéo de derivados clorados
de HAPs.

Assim as condigdes de sintese foram definidas de forma a favorecer a formacéao
de derivados clorados (pH é&cido). Segundo Oyler et al (1982), pH superiores a 6
induzem ao aparecimento de derivados oxigenados e pH inferiores favorecem a
formac&o de derivados oxigenados e clorados.

Embora se tenha obtido o 6-Cl-BaP (13) por ambos os métodos, 0 método
desenvolvido tem a vantagem de possibilitar a preparacdo do produto com um elevado
grau de pureza e com um rendimento elevado de forma rapida evitando o uso de
solventes carcinogénicos como o tetracloreto de carbono.

As misturas reaccionais foram analisadas por cromatografia de camada fina
(TLC), com eluicao por n-hexano, e por RLC. Na reaccdo de cloracdo efectuada com
hipoclorito de sodio, o cromatograma obtido ap6s 10 minutos de reaccdo mostra a
auséncia do sinal correspondente ao material de partida (t; = 6min) e mostra um produto
maioritario (t, = 10 min) correspondente ao 6-Cl-BaP (13). Este produto foi isolado por
RLC semi-preparativo com um rendimento de 96%. A pureza do produto isolado (96%)
foi calculada por RLC com base nas areas de integracdo dos picos do cromatograma.

A analise e purificacdo da mistura reaccional apos a reaccao do BaP (3) com o
dicloreto de cobre foi efectuada de forma analoga ao descrito anteriormente tendo o
6-CI-BaP (13) sido obtido com um rendimento de 82% e um grau de pureza de 70%.

Testou-se a aplicacdo destes dois métodos, com dicloreto de cobre e com
hipoclorito de sodio, para a cloracdo do BbF (1) e o BKF (2). No entanto, em qualquer
dos casos, ndo se detectou quer por RLC quer por TLC a formacédo de qualquer produto
de reaccdo. No caso do método de cloracdo com hipoclorito de sddio, a reac¢do foi
monitorizada durante trés dias. Apos este tempo de reaccdo apenas se observaram no
cromatograma sinais correspondentes a produtos de degradacdo do material de partida.

Estudos realizados parecem indicar que o BbF (1) apresenta uma estabilidade
elevada face a alguns HAPs, nomeadamente o BaP (3). No mesmo estudo, discute-se o

facto do BKF (2) também possuir uma elevada estabilidade (Aubin et al,2000). Embora
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as condicdes analisadas por este autor sejam diferentes das apresentadas neste estudo, a
estabilidade dos compostos referidos pode ser o principal responséavel pela auséncia de
reaccao.

3.1.2. Caracterizacéo do 6-cloro-benzo[a]pireno e estudos de estabilidade

Evidéncias para a formacdo do 6-Cl-BaP (13) (Figura 1 !
3.1) foram inicialmente obtidas por *H-NMR (Figura 3.2.B).
O espectro obtido apresenta, relativamente ao espectro de
'H-NMR do BaP (3) (Figura 3.2.A), a auséncia do singuleto
(8,82 ppm) correspondente ao protdo da posicéo 6 e 0 desvio (13)

Figura 3. 1 — Estrutura do 6-CI-BaP.
para campo mais baixo dos sinais correspondentes a H7 e H5.

Estas observagdes sdo inteiramente consistentes com a presenga de um atomo
de cloro na posicéo 6 do anel aroméatico policiclico. A atribuicdo dos sinais de *H-NMR
foi efectuada tendo como base as correlacGes observadas no espectro bidimensional de

correlagdo homonuclear H-H (COSY).
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Figura 3. 2. — Espectro *H-NMR do BaP e 6-Cl-BaP.

A presenca de cloro na molécula é ainda confirmada por espectrometria de

massa, uma vez que 0 espectro obtido por impacto electrénico apresenta um ido
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molecular m/z 286 e um pico com um tergo da intensidade do i&o molecular a m/z 288,
caracteristico do ¥CI-BaP. O espectro de massa apresenta ainda um pico a m/z 250
correspondente a perda de HCI a partir do ido molecular.

Para o0 estudo da estabilidade térmica por *H-NMR, preparou-se uma solucéo de
6-CI-BaP (13) em acetonitrilo deuterado e adquiriram-se espectros a 37°C de dez em
dez minutos, durante quatro horas (Figura 3.2.C-1). Tal como pode ser observado na
figura, nas condigbes da experiéncia, ndo sdo observadas mudancgas efectivas na
estrutura do composto, uma vez que ndo se observa o aparecimento de qualquer sinal
novo e os valores de desvios e integracdo dos sinais ndo sofrem qualquer alteracdo ao
longo da experiéncia. Verificam-se apenas pequenas variagdes na forma de alguns sinais
(nomeadamente o sinal correspondente ao protdo H7) sugerindo alguma alteracdo
conformacional ou electrénica.

Os estudos realizados a 18°C e seguidos por RLC-FLD durante 8 horas nao
evidenciaram qualquer variagdo das éareas de integracdo (Figura 3.3) permitindo

verificar que a estabilidade do composto ndo é colocada em causa a esta temperatura.
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Figura 3. 3. — Estudo da estabilidade térmica do 6-Cl-BaP a 18°C ao longo de 8 horas, por RLC-FLD (Aexcitagao=295
nm ; Aemissio=440 Nm).

A estabilidade térmica também foi estudada por GC/MS e RLC-FLD a 37°C
durante 4 horas, em acetato de etilo e acetonitilo, respectivamente. Verificou-se uma
elevada variacdo das areas de integracdo obtidas por RLC-FLD (Figura 3.4), o que
sugere a presenca de uma espécie quimica que se converte, novamente, no 6-Cl-BaP

(13). O estudo realizado por GC/MS ndo revelou alteracbes nas areas de integracao
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significativas (Figura 3.5). Observou-se apenas um ligeiro aumento das &reas de

integracdo, muito possivelmente causado pela evaporagdo do solvente durante a analise.
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Figura 3. 4. - Estudo da estabilidade térmica do 6-CI-BaP, em acetonitrilo,a 37°C ao longo de 4 horas, por RLC-FLD
()\excitagéo:295 nm ; Aemissao=440 Nm).
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Figura 3. 5. — Estudo da estabilidade térmica do 6-CL-BaP, em acetato de etilo, a 37°C ao longo de 4 horas, por
GC/MS.

Embora inicialmente parecam discordantes, estas analises parecem sugerir a
existéncia de uma espécie quimica desconhecida em solugdes de 6-Cl-BaP (13), a 37°C.
Perante a hip6tese de modificacbes conformacionais ou electronicas do 6-CIl-BaP (13),
pode supor-se que as alteracdes induzidas pela temperatura ndo permitam a deteccéo da
espécie formada nos comprimentos de onda analisados. Assim, € compreensivel que a
concentracdo de 6-Cl-BaP (13) diminua e logo de seguida aumente. Nas analises por
GC/MS ndo se observam grandes variac@es das areas de integracdo, pois ndo € possivel

a deteccdo desta espécie pois devera manter a mesma massa molecular.
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Novos estudos terdo que ser realizados, de forma a concluir qual o tipo de

alteracdo envolvido nestas experiéncias, conformacional, electrénica ou outro.

3.2. Validagdo da metodologia SPE-RLC-FLD para
quantificacdo do 6-cloro-benzo[a]pireno em A&guas destinadas ao

consumo humano

3.2.1. Estudo da linearidade

Para validar a metodologia SPE-RLC-FLD efectuou-se em primeiro lugar o
estudo de linearidade através da injeccdo directa de solucGes aquosas de 6-Cl-BaP (13)
em acetonitrilo no sistema RLC-FLD. Esta técnica foi seleccionada em vez do sistema
GC/MS porque se encontra melhor descrita na literatura. (Titato et al, 2006; Cardoso
etal, 2000)

A linearidade foi estudada de acordo com o descrito pela norma ISO 8466-1 e
guia RELACRE 13 que definem a forma como a avaliagdo dos métodos analiticos deve
ser conduzido para assegurar um controlo eficaz da qualidade da &gua. Este estudo
permite obter a recta de calibracdo que melhor satisfaz todos os pontos da recta e
verificar a sua linearidade para dois comprimentos de onda de emissao, 420 e 440 nm
(Rexcitagio=295 nm) definidos no FLD.

Inicialmente efectuou-se o estudo da gama de trabalho, seguindo-se a verificacao
da linearidade das rectas através do célculo da razédo entre a diferenca de variancias da
regressdo de primeira e segunda ordem e o erro padrdo da funcdo de calibracdo de
segunda ordem (razdo PG). Calculou-se ainda a sensibilidade do método analitico e 0s
critérios de aceitacdo da curva de calibracdo, nomeadamente o desvio padrdo do método
e o coeficiente de variacdo (CV). Considerou-se que as rectas de calibracdo sdo
aceitaveis para CV inferior a 15%.

Os dados das areas das varias solucdes de 6-CI-BaP (13) analisadas por RLC-
FLD (sinal a 17,5 minutos), encontram-se na Tabela 3.1. e 3.2. para Aemissao=420nm e
440nm, respectivamente. As solucbes padréo de calibracdo dos extremos, 1 e 10 ug/L
respectivamente, apresentam valores médios porque englobam as areas de integracéo

das solucdes preparadas para o estudo da gama de trabalho.
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Tabela 3.1— Areas de integracio do 6-Cl-BaP Tabela 3.2. — Areas de integracdo do 6- Cl-BaP

(Rexcitagio=295 NM € Aemiss30=420 NM). (Mexcitagao=295 NM € Aemissao=440 nm).
Amostras Concentragio Area Amostras Concentragio Area

(ng/L) 6-Cl-BaP (ng/L) 6-Cl-BaP

SPCAL1 1 25,92* SPCAL1 1 16,84*
SPCAL2 2 42,68 SPCAL2 2 29,18
SPCAL3 3 72,41 SPCAL3 3 47,81
SPCAL4 4 97,68 SPCAL4 4 64,91
SPCALS5 5 121,84 SPCALS 5 78,58
SPCALG 6 134,15 SPCALG 6 89,13
SPCAL7 7 146,07 SPCAL7 7 102,01
SPCALS 8 184,91 SPCALS 8 124,93
SPCAL9 9 222,82 SPCAL9 9 147,36
SPCAL10 10 247,79* SPCAL10 10 166,58*

*4reas médias *4reas médias

» Estudo da gama de trabalho

Para o estudo da gama de trabalho analisaram-se 11 solu¢Ges com concentracdo de 1
Mg/l e de 10 pg/L. Os resultados das areas de integracdo (Tabela 3.3. e 3.4.) foram
submetidos a tratamento estatistico utilizando o teste de homogeneidade de variancias, o
teste F (Tabela 3.5 e 3.6.). Para o comprimento de onda de emissdo 420 nm, foram
utilizados apenas nove dos onze pontos obtidos pois foi necessario rejeitar dois pontos
para que a gama de trabalho fosse considerada correcta, de acordo com os critérios da
norma 1SO 8466-1.
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Tabela 3.3.- Areas de integragio dos picos obtidos
paras as solucdes de 6-Cl-BaP, nos pontos extremos
da curva de calibragdo, 1 € 10 ug/L (Aemissao=420 nm)
(n=9).

Area 6-Cl-BaP
SPCAL1 (1pg/L)  SPCAL10 (10 pg/L)
25,23 248,02
25,73 247,34
28,93 245,81
27,47 247,21
25,86 244,34
28,34 251,62
27,20 248,65
21,72 245,74
23,47 249,22

Tabela 3.4.- Areas de integragio dos picos obtidos
paras as solugdes de 6-Cl-BaP, nos pontos extremos
da curva de calibragdo, 1 € 10 pg/L (Aemissio=440 nm)
(n=11).

Area 6-Cl-BaP
SPCAL1 (lug/L)  SPCAL10 (10 pg/L)
19,34 172,42
15,94 160,97
16,93 165,54
15,48 165,24
19,44 165,95
19,15 167,52
17,23 164,43
14,76 168,44
15,68 167,07
1475 164,65
16,51 170,18

O teste de homogeneidade de variancias (Tabela 3.5 e 3.6.) aplicado aos pontos

extremos da curva de calibracdo permite verificar, com uma confianca de 99%, se a

gama de trabalho escolhida € a mais indicada para o estudo de linearidade em ambos os

comprimentos de onda definidos inicialmente.

Tabela 3.5. — Tratamento estatistico do teste F para
0s pontos extremos da curva de calibragdo
(Aemissao=420 nm).

Tabela 3.6. — Tratamento estatistico do teste F para
0s pontos extremos da curva de calibragdo

(Aemissdo=440nm).

SPCAL1 SPCAL 10

SPCAL 1 SPCAL 10

Média 25,99 247,55
Variancia 5,35 4,70
Observacoes (n) 9,00 9,00
Graus de liberdade 8,00 8,00
F 1,14
P(F<=f) uni-caudal 0,43
F critico uni-caudal 3,44

Média 16,84 166,58
Variancia 3,13 9,47
Observacoes (n) 11,00 11,00
Graus de liberdade 10,00 10,00
F 0,33
P(F<=f) uni-caudal 0,048
F critico uni-caudal 0,34

Ap0s o tratamento estatistico para ambos 0s comprimentos de onda verificou-se que

a gama de trabalho definida é correcta pois F<Feitico (Aemissio=420nm:1,14<3,44;

Aemissao=440nm:0,33<0,34). Como a gama de trabalho escolhida é indicada para este

estudo, procedeu-se a avaliacdo da linearidade.
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» Célculo de PG, sensibilidade e coeficiente de variagédo

Para verificar a linearidade, calcularam-se as curvas de calibracdo de primeira e
segunda ordem e verificou-se o coeficiente de determinacio (R?) de cada uma através
da obtengdo dos dados estatisticos de regressdo. As curvas de calibracdo de primeira
ordem para Aemissio=420 € 440 nm estdo apresentadas nos graficos seguintes (Figura 3.6
e 3.7). As curvas de calibragdo sdo acompanhadas das linhas de tendéncia e equacdes
que melhor descrevem os resultados obtidos.
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Figura 3. 6.— Curva de calibracéo linear e respectiva linha de tendéncia (Aemissio=420 nm).

200

y=16,257x - 2,6809

150 R®=0,9909

o

0 2 4 g g 10 12
Concentrag¢ao (Hg/L)

Area de integragio (u.a.)

Figura 3. 7.—Curva de calibragdo linear e respectiva linha de tendéncia (Aemissio=440 Nm).

A estatistica de regressao realizada engloba o calculo de R? e dos desvios padrdo
de primeira ordem (sy1) das curvas de calibragdo obtidas a Aemissi0=420 nm e 440 nm
(Tabelas 3.7. e 3.8, respectivamente). O desvio padrédo de segunda ordem (sy2) das
curvas de calibracdo obtidas para o A=420 nm e 440 nm sdo apresentados nas Tabelas
3.9e3.10.
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Tabela 3.7.— Dados de estatistica de regressdo de
primeira ordem dos 10 pontos experimentais
analisados a 420 nm.

Estatistica de regressao

R multiplo 0,9926
Quadrado de R 0,9853
Quadrado de R ajustado 0,9835
Erro-padréo (sy1) 9,4387
Observacdes (n) 10,0000

n- nimero de pontos

Tabela 3. 9.— Dados da estatistica de regressdo de
segunda ordem dos 10 pontos analisados a 420 nm.

Estatistica de regressao

R multiplo 0,9946
Quadrado de R 0,9893
Quadrado de R ajustado 0,9863
Erro-padréo (sy2) 8,6145
Observacdes 10,0000

n-ndmero de pontos

Tabela 3.8. - Dados de estatistica de regressdo de
primeira ordem dos 10 pontos experimentais
analisados a 440 nm.

Estatistica de regressao

R maltiplo 0,9954
Quadrado de R 0,9909
Quadrado de R ajustado 0,9897
Erro-padréo (sy1) 5,0147
Observagdes (n) 10,0000

n-ndmero de pontos

Tabela 3. 10. — Dados da estatistica de regressao de
segunda ordem dos 10 pontos analisados a 440 nm.

Estatistica de regressao

R multiplo 0,9975
Quadrado de R 0,9950
Quadrado de R ajustado 0,9935
Erro-padréo (sy,) 3,9775
Observacoes 10,0000

n- nimero de pontos

Os erros padrdo obtidos permitiram o calculo da diferenca de variancias

(DS?=(N-2)s%1 — (N-3) s%,). Com este valor determinou-se PG e comparou-se com o

valor de F critico (F com significAncia a 99%). Os valores obtidos sdo apresentados na

Tabela 3.11.

Tabela 3. 11.- Tratamento estatistico do estudo de linearidade para ambos os comprimentos de onda.

Parametros estatisticos 420 nm 440 nm
Diferenca de variancias (DS?) 193,24 90,43
PG 2,60 5,72
F critico 12,25 13,75

Os parametros avaliados permitem concluir que a funcdo de calibracéo € linear

para ambos 0os comprimentos de onda definidos porque PG <F gitico, COM um intervalo

de confianca de 99% nos dois casos apresentados.

A sensibilidade, desvio padrdo e coeficiente de variacdo da metodologia

adoptada foram avaliados para os dois comprimentos de onda utilizados (tabelas 3.12 e

3.13).
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Tabela 3.12. — Estudo da sensibilidade do método e
critérios de aceitacdo da curva de calibragdo

Tabela 3.13. — Estudo da sensibilidade do método e
critérios de aceitacdo da curva de calibracdo

(Aemisséo:‘]'zo nm)- (}‘-emi55510:440 nm)-

Parametros Valor Parametros Valor

Sensibilidade (m) 24,09 Sensibilidade (m) 16, 26
Desvio padrdo do método 0,39 Desvio padrdo do método 0,31
Coeficiente de variagdo (%) 7,12 Coeficiente de variacdo (%) 5,61

Os dados obtidos para a sensibilidade do método sdo obtidos pelo declive da
recta de calibracdo e os critérios de avaliacdo da curva de calibracdo sdo analisados pelo
desvio padrdo do método e coeficiente de variacdo, que avaliam a sua performance.
Estes resultados evidenciam que a metodologia escolhida apresenta uma sensibilidade
superior para Aemissic—=420 nm, mas uma precisdo superior para Aemissioc=440 nm,
comprovado por um coeficiente de variagdo inferior, apesar de aceitavel (CV<15%)
para ambos 0s comprimentos de onda.

As analises para a determinacdo da percentagem de recuperacdo, limites de
deteccdo e de quantificacdo foram realizadas apenas a Aemissio=440 nm porque se
considerou que a este comprimento de onda a sensibilidade do método de quantificacao
é adequada, a precisdo é superior, o coeficiente de determinacdo (R?) da recta de
calibracdo € maior e porque a validacdo da gama de trabalho foi efectuada para um
maior nUmero de pontos.

Validada a metodologia adoptada, pelo estudo da linearidade e gama de trabalho,
procedeu-se a determinacdo das percentagens de recuperacdo, limite de deteccdo e de

quantificacdo pelo procedimento SPE-RLC-FLD.

3.2.2. Determinacédo das percentagens de recuperacdo, limite de deteccdo e
de quantificacdo da metodologia SPE-RLC-FLD

Para determinar a percentagem de recuperacdo do método utilizaram-se apenas
10 dos 12 resultados obtidos apds andlise das solu¢bes aquosas de 6-Cl-BaP (13) com
concentracdo de 0,01 pg/L. Este valor foi escolhido para que a concentracdo final (Cy)

(2,5 pg/L) fizesse parte da recta de calibragdo. As &reas de integracdo dos sinais
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cromatogréaficos foram convertidas em concentracbes pela recta de calibracdo obtida
anteriormente. Esses dados encontram-se na Tabela 3.14.

Constam desta tabela a concentracdo final média (Cn), a percentagem de
recuperacdo do método (%Rn), o desvio padrdo da concentracdo (s Cy,) e o coeficiente
de variagéo (CV).

Tabela 3.14.- Calculo da percentagem de recuperagdo média do método (%R,,) e coeficiente de variagdo (CV).

Amostra Ct(Mg/L) Cm(pg/L) %R %R, SCn CV(%)

11 1,7514 70,1

1.2 1,6891 67,6

1.3 2,4735 98,9

1.4 2,1261 85,0

- 22 2,1001 0 844 025091 123
1.6 2,3301 93,2 ' ' '
1.7 1,9204 76,8

1.8 2,1409 85,6

1.9 2,0520 82,1

1.10 2,3584 94,3

A percentagem de recuperacdo do método foi de 84,4% e o coeficiente de
variacdo foi de 12,3%. A elevada recuperacdo do derivado clorado deve-se
possivelmente a baixa solubilidade em &gua e alta hidrofobicidade do composto, que
devera ser semelhante ao BaP (3), do qual deriva. O coeficiente de variacdo obtido
inferior a 15%, permite assegurar o calculo da percentagem de recuperacdo com uma
boa preciséo.

Para o calculo do limite de deteccédo, a concentracao de 6-Cl-BaP (13) na agua
escolhida foi de 0,0014 pg/L. Este valor corresponde a 0,295 pg/L' de concentragio
final (Cs) , 0 que equivale aproximadamente um terco do limite de quantificacdo teorico
(1 ng/L) que deve corresponder ao extremo inferior da recta de calibragdo. Para este
procedimento foram analisadas 12 solugdes preparadas por dois operadores diferentes
em dois dias consecutivos. As areas de integracdo das amostras foram convertidas em
concentracdes pela recta de calibracdo. Com base na concentracéo final realizaram-se 0s

calculos do desvio padrdo da concentracdo (sCy), limite de deteccdo (LDM) e de

! Valor calculado com base na concentragio de 6-Cl-BaP em agua e o valor da percentagem de
recuperacao (84,4%).
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quantificacdo (LQM) da metodologia e coeficiente de variacdo. Os resultados

encontram-se na tabela 3.15.
Tabela 3. 15. — Limite de detecgdo (LDM) e quantificacdo (LQM) da metodologia SPE-RLC-FLD.

LD* LDM** LQ° LQMee Ccv

Amostra Ckg/L) — Ca(Ma/L) — SCo o) o) gl (gl) (%)

1.1 0,5436

1.2 0,6012

1.3 0,4846

1.4 0,5924

15 0,5012

1.6 0,5028

17 0.5472 0,5320 0,0454 0,6818 0,0032 2,0454 0,0097 8,5

1.8 0,5375

1.9 0,4729

1.10 0,4890

1.11 0,5965

1.12 0,5146
*LD=Cp +(3,3 X SCpy) **|_ DM=(LD/250)/0,844
°LQ=3xLD 00 QM=(LQ/250)/0,844

Aplicada toda a metodologia SPE-RLC-FLD, o limite de detec¢do e quantificagcdo
obtidos foram 0,0032 pg/L e 0,0097 ug/L. O coeficiente de variagdo, inferior a 25%,
indica uma boa precisdo do método associada a este método.

Para testar o limite de quantificacdo da metodologia analitica processaram-se
solugdes aquosas com concentragdo de 0,0045 pg/L. Analisaram-se 0S resultados
obtidos experimentalmente e calcularam-se as percentagens de erro, desvio padrdo da

concentracdo e coeficiente de variacdo. Os resultados estdo na Tabela 3.16.
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Tabela 3. 16. — Calculo da percentagem de erro e coeficiente de variacdo para testar o limite de quantificacéo.

Amostras  Coptiga (M9/L)  Cr (Ho/L) Cigua (MO/L) %E %E, sCn CV (%)
1.1 0,00411 0,00452 9,00
1.2 0,00446 0,00452 1,35
1.3 0,00475 0,00452 5,10
1.4 0,00443 0,00452 1,99
15 0,00444 0,00452 1,87
1.6 0,00459 0,00452 1,50
1.7 0,00465 0,00446 0,00452 2,94 30 00001637
1.8 0,00456 0,00452 0,83
1.9 0,00443 0,00452 2,08
1.10 0,00445 0,00452 1,60
1.11 0,00435 0,00452 3,81
1.12 0,00434 0,00452 3,92

A baixa percentagem de erro (%En<15%) e o coeficiente de variacdo inferior a
15% (Tabela 3.16) séo indicadores de que o limite de quantificacdo foi correctamente
determinado.

Os limites de deteccdo e de quantificagdo também foram calculados utilizando

os resultados da recta de calibracdo. Os resultados sdo apresentados na Tabela 3. 17.

Tabela 3. 17. — Limite de deteccdo e quantificacdo do método (LDM e LQM), obtidos pela recta de

calibrago.

LD* (pg/L) LDM ** (pg/L) LQ%(ng/L) LQM® (ng/L)
1,0177 0,0048 3,0532 0,0145
*LD=(3,3xsy) / m; s,_desvio padréo residual. m- declive da recta de calibragéo **L.DM= (LD/250)/0,844

0L Q=3xLD ool QM=(LQ/250)/0,844

Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos pela recta de calibracdo foram
0,0048 e 0,0145 pg/L enquanto utilizando toda a metodologia os valores foram mais
baixos (0,0032 e 0,0097 pg/L, respectivamente). Privilegiam-se os valores obtidos
quando todo o método é utilizado porque apresenta dados mais rigorosos, uma vez que

englobam os erros originados em todos o0s passos da metodologia.
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O limite de deteccdo desta metodologia permite a determinacéo deste derivado
clorado em valores equivalentes aos definidos para o BaP nas legislagbes nacional
(Decreto-Lei n°306/2007) e internacional (Directiva 98/83/EC).

Comparando esta metodologia com metodologias equivalentes para a
quantificacdo do BaP em aguas para consumo verifica-se que a recuperacdo (superior a
80%) e os limites de deteccdo sdo muito semelhantes (na ordem dos nanogramas por
litro) (Garcia-Falcon et al, 2004; Martinez et al, 2004).

3.3. Caracterizacdo da potencial actividade genotoxica de 6-cloro-

benzo[a]pireno

Para avaliar o potencial genotoxico do 6-Cl-BaP (13), comparativamente ao BaP
(3), realizou-se o teste do cometa em celulas metabolicamente competentes, as células
HepG2. A citotoxicidade das concentragcdes testadas de ambos o0s compostos foi
igualmente determinada.

A seleccdo das células HepG2 para este estudo, deve-se ao facto de serem células
humanas e de reterem alguma actividade metabolica dos hepatdcitos dos quais derivam.
Assim, deixa de ser essencial introduzir um sistema exdgeno de activacdo metabdlica,
por exemplo a fraccdo S9 obtida a partir de um homogenado de figado de roedores,
como € descrito na literatura para outros ensaios (Colmsjo et al 1984; Lofroth et al,
1984). Estudos recentes, referem que estas celulas sdo indicadas para testar pro-
mutagéneos, isto €, compostos que necessitam de ser metabolizados para revelarem o
seu potencial mutagénico, como € o caso do BaP (3) (Knasmuller et al, 1998; Uhl et al,
1999,2000; Valentin-Severin et al, 2004).

As solucdes de BaP (3) foram preparadas em DMSO porque estudos indicam que a
utilizacdo deste solvente ndo afecta a viabilidade celular, desde que a sua concentracao
ndo seja superior a 1% (Uhl et al, 1999,2000; Valentin-Severin et al, 2004). O solvente
escolhido para a preparacdo das solucdes de 6-Cl-BaP foi o acetonitrilo, pois todos os

estudos anteriores deste trabalho foram realizados com este solvente.

3.3.1. Testes de citotoxicidade

A determinacdo do efeito citotoxico dos compostos em estudo e dos respectivos

solventes (controlos negativos), para além de fornecer dados sobre a toxicidade dos
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mesmos, permite também evitar falsos positivos no ensaio do cometa, pois podem
aparecer cometas gerados por apoptose e ndo pelos efeitos genotéxicos do composto
testado (Tice et al, 2000).

A avaliacdo da actividade citétoxica do 6-Cl-BaP (13) e do BaP (3) foi realizada
através do teste do vermelho neutro (Neutral Red). As concentracBes testadas variaram
entre 0,1 uM ¢ 125 uM e o tempo de exposicdo escolhido foi de 24 horas. O controlo
positivo seleccionado foi o etilmetanosulfonato (EMS), ao qual as células foram
expostas durante apenas 1 hora.

Para determinacdo da citotoxicidade do 6-Cl-BaP (13) e do BaP (3), calculou-se a
média e desvio padrdo das trés réplicas efectuadas por concentracdo e determinou-se a
viabilidade celular relativamente a do respectivo solvente, em percentagem, cuja
representacdo grafica se apresenta na Figura 3.8. Por sua vez, a viabilidade dos
solventes foi calculada em relagdo a de uma cultura ndo tratada (controlo negativo).
Obteve-se uma viabilidade relativa de 78% e 72% para os solventes acetonitrilo e
DMSO, respectivamente. A reducdo da viabilidade celular provocada pelos solventes
utilizados evidencia que o efeito dos solventes no ensaio do cometa ndo pode ser
desprezado. Contudo, a proximidade da viabilidade relativa obtida para ambos indica
que a influéncia dos solventes na avaliacdo do efeito genotdxico do 6-CI-BaP (13) e do

BaP (3) sera semelhante.
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Figura 3.8. — Viabilidade celular expressa como valor médio (+ desvio padréo) em funcéo das concentracdes de BaP
e 6-Cl-BaP testadas, relativamente a viabilidade celular determinada para os respectivos controlos negativos.
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No que diz respeito ao composto em estudo, o 6-Cl-BaP (13), observa-se um
marcado decréscimo da viabilidade celular a partir da concentracao de 50 uM (< 60%),
sendo que o tratamento das células com concentragdes superiores a 50 uM causou uma
reducdo progressiva da viabilidade até valores correspondentes a, aproximadamente,
30% da viabilidade do solvente. Por sua vez, o tratamento com BaP (3) causou uma
reducdo da viabilidade celular logo a partir da concentragdo de 1uM sendo, no entanto,
mais marcada a partir da concentra¢ao de 10 pM.

A comparacédo entre os dados obtidos para concentracdes equimolares de ambos
0s compostos evidencia que o 6-Cl-BaP (13) é, para a generalidade das concentragdes
testadas, menos citotoxico que o BaP (3) (excepto para a concentragdo de 125 uM. A
analise estatistica dos resultados (teste t de Student) indica que, de facto, apenas para as
concentragdes de 10, 50 e 75 uM, o valor da viabilidade celular ¢ significativamente
diferente (p <0,05) entre os dois, sendo que as duas concentracbes mais elevadas
induzem redugdes semelhantes da viabilidade celular.

No seu conjunto, os resultados da citotoxicidade mostraram que, dentro da gama
de concentragdes testadas, o 6-Cl-BaP (13) é menos citotoxico que o BaP (3), a
excepcdo das duas concentragdes mais elevadas, as quais tém um efeito citotoxico

muito semelhante.

3.3.2. Ensaio do cometa em condicdes alcalinas

Para avaliar a genotoxicidade do 6-Cl-BaP (13), seleccionou-se 0 ensaio do
cometa que permite a deteccdo de quebras de cadeia simples e dupla de DNA e locais
alcali-labeis. Além disso é um método simples, rapido e altamente especifico e sensivel
(Tice et al, 2000). Os parametros analisados foram percentagem de DNA na cauda,
comprimento da cauda (tail length), momento da cauda (tail moment) e momento da
cauda “Olive” (Olive tail moment). De entre estes, a percentagem de DNA na cauda é o
que permite avaliar de forma mais directa e linear a percentagem de lesdes induzidas no
DNA pelo agente a testar.

As primeiras concentracdes de 6-Cl-BaP (13) a ser testadas foram 0,1, 1 ¢ 10 uM
para que fossem proximas do limite de quantificacdo do 6-Cl-BaP (13) obtido
anteriormente para aguas de consumo humano, através da metodologia SPE-RLC-FLD.

Nesta gama de concentracdes, nem o BaP (3) nem o seu derivado clorado

apresentaram qualquer inducdo da migragdo do DNA apds tratamento das células
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HepG2 durante 24h, comparativamente aos respectivos controlos dos solventes. Por este
motivo, serdo apenas apresentados os resultados das concentragfes mais elevadas. Os
resultados negativos obtidos para as concentracdes referidas de BaP (3) (0,1 — 10 uM)
estdo concordantes com os descritos na literatura, pois alguns estudos referem que
apenas para concentragdes superiores a 25 uM se manifestam os efeitos genotoxicos
deste composto, em células HepG2 (Uhl et al, 1999; 2000).

A média da percentagem de DNA presente na cauda dos cometas analisados
apOs a exposicdo a varias concentracdes dos dois compostos (100 cometas por
tratamento), encontra-se descrita na Tabela 3.18. O teste estatistico aplicado para a
analise dos dados foi o teste t de Student, quer para verificar a significancia dos
resultados dos tratamentos relativamente aos controlos, quer para comparar os dados de

concentragdes equimolares de 6-Cl-BaP e BaP (Tabela 3.18)

Tabela 3. 18. — Resultados do ensaio do cometa (valor médio da percentagem de DNA na cauda) e da analise

estatistica dos dados (teste t de Student).

A A
Concentraco Percentagem de DNA na cauda (%) p p
Tratamento (M)
H 12 experiéncia 22 experiéncia 32 experiéncia
0 4,70 7,70 2,40
Controlos negativos Acetonitrilo 7,10 13,80 5,20
DMSO 11,00 13,40 3,60
50 13,20 18,40 9,60 0,1052
75 13,30 20,90 8,50 0,1609
BaP
100 11,00 23,70 10,90 0,1705
125 11,60 23,80 20,50 0,0596
50 7,70 16,40 4,90 0,6917 0,402
75 10,10 17,80 7,70 0,9139 0,643
6-Cl-BaP
100 46,20 41,60 29,70 0,0174* 0,022*
125 47,90 50,20 54,00 0,0002* 0,005*
Controlo positivo EMS 2x10* 41,60 46,40 38,60 0,0004*

* valor estatisticamente significativo (p<0,05)
“ Comparagao do BaP ou do 6-CI-BaP com o respectivo controlo

4 Comparacéo de concentragdes equimolares de BaP e 6-Cl-BaP
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Os resultados da curva dose-resposta obtida para cada um dos compostos
encontram-se graficamente representados na Figura 3.9. Cada ponto representa a média
+ desvio padréo de trés experiéncias independentes por concentracdo e as linhas de
tendéncia definem a relacdo dose-resposta que, por regressdo, melhor se ajustou aos

dados obtidos para cada composto.
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Figura 3. 9.- Percentagem de DNA na cauda obtida ap6s tratamento de células HepG2 com BaP (3) e 6-CI-BaP (13).

Em ambos os casos, verifica-se um aumento da percentagem de DNA na cauda
do cometa com a concentracdo do agente testado, mas a magnitude da resposta é
bastante diferente. Verificou-se, de facto, que 0 modelo matematico que melhor define a
relacdo dose-resposta do 6-CI-BaP (13) é um modelo polinomial, enquanto para o BaP
(3) se encontrou uma relacdo de tipo linear mas com um declive muito pouco
acentuado.

A andlise estatistica dos resultados (Tabela 3.18) indica que o 6-Cl-BaP (13)
induziu um aumento significativo de lesbes no DNA relativamente ao controlo, nas
concentracdes de 100 e 125 puM, enquanto que o BaP (3) s6 na concentracdo mais
elevada foi capaz de induzir um aumento mais marcado de lesdes, mas ainda no limiar
de significancia estatistica. A comparacdo entre concentracdes equimolares de ambos 0s
compostos mostra que, nas concentracdes de 100 e 125 uM, os valores da percentagem
de DNA na cauda do cometa obtidos para o 6-Cl-BaP (13) sdo significativamente mais

elevados que os obtidos para o BaP (3) (Tabela 3.18), sugerindo que, nestas
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concentragdes, o 6-CI-BaP (13) € um genotoxico mais potente que o seu composto de

origem, o BaP (3).

Os cometas obtidos podem ser arbitrariamente divididos em 5 classes, de acordo

com a percentagem de DNA que se encontra na cauda. A classe 0 indica que 0 a 19% do

DNA presente migrou para a cauda do cometa. Na classe 1 a percentagem é de 20 a
39%, na classe 2 e de 40 a 59%, na classe 3 é de 60 a 79% e na classe 4 é de 80 a 100%.

Os gréficos seguintes ilustram essa distribuicdo por classes para o BaP (3)
(Figura 3.10) e para 0 6-Cl-BaP (13) (Figura 3.11).
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Figura 3. 10. — Proporcéo de cometas em cada classe de frequéncias para o BaP (3).
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Figura 3. 11. — Proporcéao de cometas em cada classe de frequéncias para o 6-CI-BaP (13).

A distribuicdo por classes de frequéncia permite identificar qual a classe ou

classes predominante(s) para cada concentracdo do agente testado. Deste modo,
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verifica-se que o BaP (3) induz essencialmente a formacgédo de cometas de classe O e 1
para qualquer das concentragdes, o que indica a presenca de, respectivamente, 0-19% e
20-39% de DNA na cauda dos cometas obtidos. Apenas na concentracdo mais elevada,
125 uM, se observam cometas cuja percentagem de DNA na cauda é da ordem de 40-
59%, indiciando a indugdo de um efeito lesivo no DNA. Em comparagdo com o BaP
(3), o tratamento das células HepG2 com 100 uM do seu derivado clorado induziu ja,
predominantemente, a formacdo de cometas em que 40-59% do DNA se encontrava na
cauda. Na concentracdo de 125 uM, para além dos cometas de classe 2, notou-se ainda
uma elevada frequéncia de cometas em que 60-79% de DNA se encontrava na cauda,
sugerindo um efeito fortemente genotoxico. E ainda de referir a quase inexisténcia de
cometas na classe 4, isto €, aquela que inclui cometas com mais de 80% de DNA
danificado e que se considera que podera estar associada a deteccdo de um efeito de
fragmentacdo do DNA por apoptose.

Em resumo, uma vez que a percentagem de DNA na cauda do cometa é o
parametro que se correlaciona de forma mais directa com o nimero de les6es induzidas
no DNA das células em estudo, dos resultados obtidos é possivel inferir que o 6-Cl-BaP
(13) induz um aumento de lesbes no DNA das células HepG2 em fungdo da dose,
segundo um modelo polinomial. Nas mesmas concentracfes, o BaP (3) causou uma
fraca inducéo de lesdes no DNA que, contudo, variou linearmente com a dose. Por seu
turno, a distribuicdo dos cometas por classes de frequéncia de acordo com a
percentagem de DNA na cauda, veio confirmar que, de entre as concentracdes testadas,
o efeito genotoxicos do 6-Cl-BaP (13) parece ser mais acentuado do que o do BaP (3)
nas duas concentracdes mais elevadas.

Além do parametro anterior, avaliou-se também o comprimento da cauda dos
cometas. Embora este parametro ndo permita avaliar, de forma directa, as lesdes do
DNA, é possivel relacionar também este parametro com o nimero de lesfes induzidas
pelos dois compostos, dado que a presenca de DNA lesado causa uma maior migracao
durante a electroforese, que se traduz num maior comprimento da cauda.

Os resultados experimentais obtidos para este parametro sdo apresentados na
Tabela 3.19. As médias e erro padrdo dos resultados obtidos encontram-se graficamente
representados na Figura 3.12. O valor médio do comprimento da cauda obtido para cada

tratamento foi comparado com o do respectivo controlo negativo pelo teste t de Student.
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Tabela 3. 19. - Resultados do ensaio do cometa: valor médio do comprimento da cauda (um) apds tratamento de

células HepG2 com doses equimolares de 6-Cl-BaP (13) e BaP (3).

5 Comprimento da cauda (UM A 4
Tratamento Concer&ragao p (HM) p p
(M) 1%experiéncia  2%experiéncia  3"experiéncia  (testet)  (testet)
0 5,17 10,55 2,96
Controlo negativo Acetonitrilo 11,24 21,51 23,09
DMSO 13,11 8,08 5,28
50 18,64 31,57 15,03 0,107
75 17,02 33,82 13,41 0,174
BaP
100 17,87 36,51 18,62 0,112
125 13,31 35,69 30,67 0,108
50 7,41 23,25 4,79 0,387 0,265
75 10,01 26,42 9,01 0,639 0,500
6-Cl-BaP
100 47,36 47,42 40,28 0,006* 0,062
125 51,56 53,73 56,28 0,006* 0,052
Controlo positivo EMS 2x10* 40,51 47,65 41,56 0,0002*

* valor estatisticamente significativo (p<0,05)
“ Comparagio do BaP e 6-CI-BaP com o respectivo controlo (Teste t de Student)

4 Comparacéo de concentrages equimolares de BaP (3) e 6-CI-BaP (13) (Teste t de Student)

Os resultados obtidos mostram um aumento do comprimento da cauda com a
concentracdo de 6-CI-BaP (13), enquanto que para o BaP (3) ndo se observa um efeito
relacionado com a dose. A andlise estatistica dos resultados obtidos para cada
tratamento em comparacdo com 0s dos respectivos controlos permite verificar que as
concentracbes de 100 e 125 puM do derivado clorado provocaram aumentos
estatisticamente significativos do comprimento da cauda (Tabela 3.19). Verifica-se
ainda graficamente que, na concentracdo de 125 uM, o 6-Cl-BaP (13) induz uma
migracdo de DNA superior a induzida pelo controlo positivo, 0 EMS. A comparacgéo do
efeito produzido por concentracGes equimolares dos dois compostos revela que as
concentracdes de 100 e 125 uM de 6-CI-BaP (13) induzem cometas cuja cauda tem um
comprimento superior a dos induzidos por concentracdes equimolares de BaP (3)
(Figura 3.12), apesar da diferenca estatistica se encontrar no limiar de significancia.

A andlise do comprimento da cauda dos cometas sugere, deste modo, que para as

concentragdes de 100 e 125 puM, o 6-Cl-BaP (13) apresenta capacidade de induzir lesdes
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no DNA das células HepG2, capacidade essa que aparenta ser superior a do BaP (3), a
semelhanca do que foi anteriormente observado para a percentagem de DNA na cauda
do cometa. Os outros parametros analisados, momento da cauda e momento da cauda

“Olive”, descrevem os mesmos resultados, portanto os seus dados ndo sio apresentados.

Controlonegativo
B Controloacetonitrilo
B Controlo D30
EaP
m&-Cl-BaP
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Figura 3. 12. — Comprimento da cauda dos cometas obtidos (valores médios de trés experiéncias independentes) apds
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tratamento com concentragdes equimolares de BaP (3) e 6-Cl-BaP (13).

O efeito genotdxico do BaP (3) encontra-se amplamente descrito na literatura (Lin
et al, 2007; Majer et al, 2004; Knasmuller et al, 2004; Uhl et al, 1999,2000;Valentin-
Severin et al, 2003). Assim, devido a proximidade estrutural, utilizou-se este agente
para efeitos comparativos dos resultados obtidos com o seu derivado clorado.

De acordo com a literatura, o BaP (3) deveria ter revelado efeitos genotoxicos para
concentracdes superiores a 25 UM (Uhl et al, 2000; Knasmuller et al, 2004), sendo que
outro estudo refere a existéncia de efeitos genotdxicos pouco significativos no ensaio do
cometa, para uma exposicdo a concentracGes iguais ou inferiores a 25 UM durante 24
horas (Valentin-Severin et al, 2003). Os dados obtidos para o BaP (3) neste trabalho
evidenciaram um efeito genotdxico pouco marcado, embora o tratamento das células
com 125 yuM ja tenha originado uma inducdo na percentagem de DNA na cauda dos
cometas proxima da significancia estatistica. Torna-se, assim, necessario testar
concentracdes mais elevadas de BaP (3), para verificar se essa tendéncia se acentuara.

A analise global dos resultados deste estudo permite verificar que existem
diferencas no efeito genotoxico observado para o BaP e para o 6-CI-BaP e que o efeito
do derivado clorado é, aparentemente, superior ao do HAP ndo substituido. Estes

resultados sdo compativeis com os efeitos genotdxicos descritos para o antraceno,
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fenantreno, benzo[a]antraceno, pireno, criseno e seus derivados, utilizando o teste de
Ames (Lofroth et al, 1984).

Nesta avaliacdo genotoxica € necessario referir que os resultados positivos,
registados no ensaio do cometa para concentracdes de 100 e 125 uM de 6-Cl-BaP (13),
podem ndo reflectir, exclusivamente um efeito genotoxico mas poderdo ter sido
influenciados por alguma citotoxicidade. De facto, sabe-se que o DNA fragmentado
detectado no ensaio do cometa pode resultar também de células em apoptose ou necrose
devido a efeitos de citotoxicidade (Tice et al, 2000). Contudo, como a viabilidade das
células expostas a BaP (3) e 6-ClI-BaP (13) ndo é estatisticamente diferente para estas
concentragdes, os efeitos citotoxicos deverdo ter um impacto semelhante para ambos 0s
agentes. Outro factor que poderé ter influéncia nos resultados do ensaio do cometa é o
efeito do solvente (Tice et al, 2000). Contudo, esse efeito foi tido em conta ao
realizarem-se controlos dos solventes e parecem, realmente, ndo ser desprezaveis.
Assim, como os efeitos do solvente e da citotoxicidade sdo semelhantes, os resultados
sugerem que o 6-Cl-BaP (13) é mais genotoxico que o BaP (3).

A observagédo de um efeito genotdxico do derivado clorado do BaP (3) superior ao
do seu composto de origem obtido no presente estudo usando o ensaio do cometa,
devera ser encarado como uma primeira abordagem ao potencial genotoxico do 6-Cl-
BaP (13). De facto, apesar de um resultado positivo pelo ensaio do cometa estar
associado a existéncia de um efeito lesivo no DNA, néo significa que se trate de um
efeito irreversivel. Contudo, considera-se que serd ainda importante testar outros tempos
de exposicdo e concentracdes superiores do BaP (3) e 6-CIl-BaP (13). Por outro lado,
para se poder tirar uma conclusdo sobre o potencial genotdxico e, eventualmente
carcinogénico, do 6-CI-BaP (13) seria relevante recorrer a outros testes como 0 ensaio
do microndcleo, a analise de aberragfes cromossomicas ou a inducdo de trocas de
cromatideos irmdos (Natarajan et al, 1991; Knasmuller et al, 1998; Darroudi et al,
1998). Embora sejam procedimentos morosos, comparativamente ao ensaio do cometa,
sdo capazes de detectar efeitos genotdxicos irreversiveis ao nivel cromossomico e,
portanto, sdo essenciais para uma caracterizacdo mais completa do efeito genotoxico de
um composto.

Neste estudo observou-se ainda que o 6-CI-BaP (13) so revela efeitos genotoxicos a
partir de concentragdes muito superiores ao limite de quantificacdo obtido na dgua para

consumo humano. Contudo, um consumo diario prolongado de agua contendo pequenas
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quantidades destes compostos, ou seja, uma exposi¢ao cronica, poderd conduzir a um

efeito cumulativo a longo prazo, cujo impacto se desconhece.

51



Conclusées

52



Conclusées

4.Conclusoes

Este trabalho foi o primeiro a aliar simultaneamente diversas areas cientificas,
nomeadamente quimica organica, quimica analitica e toxicologia genética para o estudo
de derivados clorados de HAPs. Este projecto envolveu a sintese quimica e
caracterizacdo do 6-CI-BaP (13), a implementacdo de uma metodologia analitica para a
sua quantificacdo em aguas para consumo e o estudo da sua genotoxicidade por
comparagdo com o HAP respectivo (BaP (3)).

Alem disso deste trabalho resultou também o desenvolvimento de um novo
método sintético de cloragdo de compostos aromaticos e o desenvolvimento de uma
metodologia analitica para a deteccéo de CI-HAPs. O estudo de genotoxicidade do 6-Cl-
BaP (13) foi também efectuado pela primeira vez neste projecto.

A sintese do 6-CI-BaP (13) atraves do novo método desenvolvido, que recorre a
utilizacdo de hipoclorito de sédio como agente de cloragdo num sistema bifasico,
revelou resultados bastante satisfatdrios. O método desenvolvido para a sintese do
derivado clorado do BaP (3) apresenta inumeras vantagens relativamente a outros
métodos referidos na literatura (Dyker et al, 2003; Mulder et al, 1993; Nakamura et al,
2007), por ser muito simples, rapido e de facil execugédo e permitindo o isolamento do
6-Cl-BaP (13) como um elevado rendimento. Adicionalmente, dispensa o uso de
solventes carcinogénicos como o tetracloreto de carbono utilizado nas técnicas referidas
anteriormente.

Este método de sintese, contudo ndo se revelou eficaz para todos os HAPs
testados pois 0 BbF (1) e BKF (2) ndo originaram os respectivos derivados clorados.
Possivelmente a reac¢do ndo ocorreu devido a elevada estabilidade quimica destes
compostos destes compostos também demonstrado por outro autor (Audin et al, 2000).

Futuramente, seria interessante aplicar este método de sintese a outros HAP
como o benzo[ghi]perileno, e indeno [1,2,3-c,d]pireno referidos na legislacdo nacional
e o fluoranteno, pireno, benzo[a]antraceno, benzo[j]fluoranteno e dibenzo[a,h]
antraceno também referidos pela OMS (1998) como agentes genotoxicos, mutagénicos

ou carcinogénicos.
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A metodologia de SPE-RLC-FLD foi optimizada e validada como o objectivo de
quantificar o 6-CI-BaP (13) em &guas para consumo humano. Este método foi escolhido
por ser comummente utilizado para a quantificacdo de HAPs em aguas para consumo
humano, apresentando algumas vantagens relativamente a outros métodos
desenvolvidos que envolvem outras técnicas de preparacdo de amostra nomeadamente
microextrac¢do em fase sélida e extraccdo liquido-liquido (Urbe et al, 1997; Zhou et al,
2006; Liu et al,1997; Manodori et al, 2006; Anyakora et al, 2005).

A metodologia desenvolvida é bastante facil e simples de aplicar, econdémica,
apresenta uma sensibilidade adequada, com boa linearidade e permite detectar este
composto na ordem dos nanogramas por litro. O limite de deteccdo obtido permite a
determinacdo do 6-Cl-BaP (13) em valores equivalentes aos definidos para o BaP (3)
nas legislacdes nacional (Decreto-lei n°306/2007) e internacional (Directiva 98/83/EC).
Futuramente, devem ser realizados estudos de veracidade, repetibilidade e preciséo
intermédia em amostras de agua da torneira, ultra-pura e superficiais, para que a
metodologia possa ser aplicada a outras amostras de agua para consumo humano,
nomeadamente dgua da torneira. Podera também estender-se este metodologia a outros
CI-HAPs. Nessa altura poderd quantificar-se estes compostos em amostras reais, e
estudar a formacgéo deste tipo de derivados no decorrer do processo de cloragéo, tal
como autores ja o fizeram para alguns HAPs (Oyler et al, 1982; Shiraishi et al, 1985)

O estudo dos efeitos genotoxicos do 6-CI-BaP (13) foi realizado através do ensaio
do cometa em condigdes alcalinas, por ser simples, rapido e altamente especifico e
sensivel (Tice et al, 2000).

A avaliacdo do 6-CI-BaP (13) revelou a inducdo de significativas lesbes no DNA
apos a exposicdo de celulas HepG2 durante 24 horas a concentragfes iguais ou
superiores a 100 uM. Os estudos realizados mostraram ainda que a genotoxicidade dos
derivados clorados é superior a do HAP que Ihe deu origem, conforme é descrito por
Lofroth et al (1984) para o antraceno, fenantreno, benzo[a]antraceno, pireno, criseno e
seus derivados.

Procuraram-se avaliar concentracfes proximas do limite de quantificacdo do 6-ClI-
BaP (13) determinado por SPE-RLC-FLD para agua de consumo humano. Contudo 0s
efeitos genotdxicos apenas se manifestaram a partir de concentracfes muito superiores
as encontradas na agua para o 6-CI-HAP (13). Apesar disso, 0 conhecimento do seu

efeito genotoxico é importante, dado que o ser humano estara exposto de uma forma
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cronica a baixas doses, 0 que podera levar a um efeito cumulativo do composto no
organismo.

Nesta fase, seria importante testar outros tempos de exposicdo e/ou realizar novos
ensaios de genotoxicidade como o ensaio dos microndcleos, a analise de aberracdes
cromossOmicass ou inducdo de trocas de cromatideos irmdos, essenciais para uma
caracterizacdo genotdxica mais completa. Estes e outros ensaios poderiam ser realizados
de modo a contribuir para a avaliacdo do risco para a saude humana, do consumo
prolongado de aguas de abastecimento contaminadas com estes subprodutos de
desinfeccdo da agua.
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6. Anexos

Anexo |

6.1. Preparacéo de solucdes do ensaio do cometa

6.1.1. Tampéo de lise

Tabela 6. 1. Composic¢do do tampéo de lise.

Composicdo da solucéo Quantidade (g) para 1L de solucéo
NaCl (2,5 M) 146,10
Na;EDTA-2H,0 (100 mM) 37,20
Tris-HCI (10 mM) 1,20
NaOH (pH10) 20 mL NaOH (10 M)
N-laurosilsarcosina (1%) 10,0

Procedimento:

Pesou-se 0 NaCl, Na,EDTA-2H,0 e Tris-HCI e adicionou-se cerca de 2/3 do volume
da agua necessaria. Agitou-se com o auxilio de um agitador magnético e juntou-se
NaOH. Mediu-se o pH e adicionou-se NaOH gota a gota até atingir pH 10. Juntou-se o
detergente N-laurosilsarcosina. Apds a dissolucdo de todos o0s reagentes acertou-se o

volume com &gua destilada. Guardou-se a solucdo a temperatura ambiente.



6.1.2.Tampao de neutralizagéo

Tabela 6. 2. Composicéo do tampéo de neutralizacéo.

Composicéo da solucéo Quantidade (g) para 1L de solucéo
Trizma base (0,4M Tris) 48,50
HClI 4 M 95 mL

Procedimento:

Pesou-se Trizma base e adicionou-se HCL 4 M previamente preparado. Perfez-se o
volume com agua destilada e agitou-se com agita solugdo foi guardada a temperatura

ambiente.

6.1.3.Solucéo de electroforese

Tabela 6.3. Composicéo da solucdo de electroforese.

Composicdo da solucéo Quantidade (g) para 2L de solucéo
NaOH 300 mM 24,0
Na,EDTA-2H,0 1mM 0,74

Procedimento:

Pesou-se 0 NaOH em copo de plastico de 2L. Adicionou-se Na,EDTA-2H,0 e agua
milli-Q até 2/3 do volume necessario. Tapou-se com aluminio e agitou-se com agitador
magnético. Mediu-se o pH e verificou-se se era superior a 13. Guardou-se em camara
fria (4°C) até ao momento de utilizacdo. A solucdo era guardada apenas por uma

Semana.



6.2.Preparacao de laminas

Procedimento:

Prepararam-se 100 mL de agarose com ponto de ebulicdo normal (normal melting point
— LMP) 1% em &gua destilada. Colocou-se o copo com esta solucdo sobre uma
superficie quente, evitando a solidificagdo da mesma. Mergulharam-se as laminas na
agarose tendo o cuidado de limpar o verso da lamina e colocaram-se sobre a superficie
quente para secar a agarose, Marcou-se o0 lado da lamina com agarose. As laminas
foram depois guardadas a temperatura ambiente em caixas fechadas.

6.3.Preparacdo do microgel

Procedimento:

Preparam-se 50 mL de agarose com baixo ponto de ebuli¢do (low melting point — LMP)
0,7% em PBS. Dividiu-se o microgel em pequenas aliquotas de 1 mL e guardaram-se a
4°C.
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