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Introducéo

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) sdo uma classe de compostos
organicos que possuem dois ou mais anéis aromaticos condensados, constituidos apenas por
carbono e hidrogénio (QUEIROZ MOZANER; PALMA DE ALMEIDA; ALVES DA SILVA,
2019).

A Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA) e a Agéncia Internacional para
Pesquisa do Cancer (IARC, 2013), considerando suas caracteristicas cancerigenas € sua
capacidade de alterar o material genético, determinam 16 compostos como prioritarios. O
Instituto Nacional de Satude e Seguranca Ocupacional (NIOSH), inclui o benzo[e]pireno, como
demonstrado na figura 1.

Os HPAs possuem grande influéncia no meio ambiente, sendo um dos potenciais
poluentes do ar, do solo e da 4gua. Sdo provenientes da combustdo incompleta e compdoem
grande parte dos poluentes emitidos na atmosfera, por exemplo, pelas queimadas florestais
(MAUAD, [s.d.]). Estima-se que no Brasil e no mundo, a maior parte dessa poluicao ambiental
¢ causada por incéndios florestais e queima de biomassa, que aumentam significativamente

devido ao aquecimento global (ZHANG et al., 2022).
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Figura 1: Estruturas dos HPAs considerados prioritarios pelo NIOSH
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Fonte: J. Cristale”; FS Silva; MRR Marchi, 2008.

Como os HPAs permanecem grande tempo acumulados no solo e na poeira, sem serem

destruidos, sdo considerados poluentes orgénicos persistentes (POPs), havendo possibilidade

de retornar a suspensdo, apresentando risco potencial & saude humana (MAGALHAES;

BRUNS; VASCONCELLOS, 2007; FUJITA, 2009; SANTOS et al., 2017; ORAZI et al.,

2020).

A exposi¢do e contamina¢do humana pelos HPAs pode ocorrer por diversos meios,

como alimentagdo, tabagismo, polui¢do ambiental e exposicao ocupacional. A absor¢ao no

corpo ocorre através, principalmente, da inalagdo, ingestdo e da absor¢do cutinea (DE

QUEIROZ MOZANER; PALMA DE ALMEIDA; ALVES DA SILVA, 2019). Os sintomas

sdo variados e podem ser apresentados como irritagdo ocular e cutanea, nauseas, vomitos e

inflamacdes (IARC, 2010).
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Por serem cancerigenos, organizacdes competentes, com a [ARC e a United States
Environmental Protection Agency (EPA), classificam os HPAs de acordo com a tabela 1, que

descreve a classificagdo para cada composto.

Tabela 1: Classificagdo dos HPAs em relagao a sua carcinogenicidade

Composto Carcinogenicidade
IARC USA-EPA

Naftaleno 2B C
Acenatftileno - D
Acenafteno 3 -
Fenantreno 3 D
Antraceno 2B D
Fluoranteno 3 D
Pireno 3 D
Benzo(a)antraceno 2B B2
Criseno 2B B2
Benzo(e)acefenantrileno 2B B2
Benzo(k)fluoranteno 2B B2
Fluoreno D
Benzo(a)pireno 1 A
Indeno(1,2,3-cd)pireno 2B B2
Dibenzo(a,h)antraceno 2A B2
Benzo(ghi)perileno 3 D

Fonte: Adaptado de Meniconi (2007)

Legenda: TARC - 1: Carcinogénico ao homem; 2A: Provavelmente carcinogénico ao homem; 2B:Possivelmente
carcinogénico ao homem; 3: Nao classificado.
USA - EPA - A: Carcinogénico ao homem; B1 e B2: Provavelmente carcinogénico ao homem; C: Possivelmente

carcinogénico ao homem; D: Nao classificado.

O metabolismo dos HPAs em humanos envolve etapas que contribuem para sua
carcinogenicidade. Apos a absor¢ado, € metabolizado por enzimas da familia do citocromo P450,
formando metabdlitos reativos, como o epoxidos e fenois, espécies eletrofilicas que podem se
ligar ao DNA, causando mutagdes e propiciando o cancer (LIN et al., 2024)

O pireno ¢ encontrado em um consideravel percentual no ambiente. O 1-hidroxipireno
€ um metabolito do pireno e ¢ indicado como seu biomarcador de exposi¢do, devido a propor¢ao
formada, tempo de meia vida e a sua sensibilidade em métodos analiticos (COSTA, 2001). Por
serem potenciais poluentes ambientais, toxicos a saude humana, associacdo as mudancas
climaticas no mundo e, pelo crescente efeito das queimadas no Brasil, este estudo tem como
objetivo investigar uma metodologia simples, para determinagdo quantitativa de um metabolito
de HPA, o 1-hidroxipireno em solvente, como uma primeira etapa para posterior determinagao

deste em urina de pessoas expostas ao pireno.
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Material e Métodos

Primeiramente, foi preparado um padrdo de 100mg/L de 1-hidroxipireno em metanol e
homogeneizado.

Posteriormente o padrdo foi diluido em acetonitrila para alcancar as concentragdes da
curva analitica: 0,05 ug/L, 0,1 pg/L, 0,25 ug/L, 0,5 png/L, 1,0 ug/L e 5 pg/L, além do branco.

A coluna utilizada foi C18, diametro 100x3 mm, tamanho da particula 3 um, Syncronis
da marca Thermo Scientific.

Para a fase mdvel foi utilizado o gradiente isocratico de 80% de acetonitrila (B) e 20%
de &gua (A), fluxo 0,8 mL/ min, pressdo de 113 kgf/cm?2. A temperatura da coluna foi de 35°C.
Tempo de corrida de 2 minutos. O volume da injecéo foi de 10uL. A detecgéo por fluorescéncia
utilizou excitagcdo em 242 nm e emissdo em 388 nm.

Para analise dos dados, foi utilizada uma planilha de linearidade desenvolvida por Fabio
Bazilio, da FIOCRUZ — Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, que segue os
parametros solicitados do INMETRO para validagao de metodologia (BAZILIO et al., 2012)

Resultados e Discusséo
A metodologia utilizada neste estudo foi otimizada a partir de modificagdes ao método

relatado por Sakiara e colaboradores (SAKIARA et al., 2010). Foi alterado o solvente da fase
movel, foram testadas proporgdes acetonitrila/ agua e variagdes de fluxo. A condigdo descrita
no item metodologia representa o resultado da otimizagdo. Essas condi¢gdes permitiram que a
curva analitica fosse de acordo como esté4 na figura 3.

O tempo de retengdo para o padrdo 1-hidroxipireno em acetonitrila, nas condigdes
descritas na metodologia foi de 1,3 minutos. A partir desse resultado, foi possivel compreender
que o composto possui maior interagdo com a fase movel, 80% organica, neste caso. Sendo
acetonitrila moderadamente polar, o 1-hidroxipireno polar e a coluna apolar, fase reversa, a
interacdo com a coluna ¢ menor, culminando na rapida saida do analito da fase estacionaria.

A figura 2 apresenta o cromatograma obtido sob as condi¢des mencionadas na

metodologia.
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Figura 2: Cromatograma do 1-hidroxipireno sob as condigdes mencionadas na metodologia.
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Utilizando uma planilha de validagdo, de acordo com os parametros do INMETRO,
foram inseridos os resultados de area sob o pico para cada concentracdo utilizada, como
demonstrado na tabela 1. Foi avaliado a linearidade e os pré-requisitos como

homoscedasticidade, normalidade dos residuos, as estatisticas de regressao linear.

Figura 3: Concentragdo de 1-hidroxipireno e area obtida
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O parametro de linearidade da curva foi 0,9999. O limite de detec¢dao alcancado foi
0,030 pg/L e o limite de quantificacao foi 0,099 ng/L.

O tratamento estatistico dos resultados demonstra que o teste de normalidade cumpre as
exigéncias, ou seja, os resultados seguem a normal, o teste de regressao € significativo, ndo ha

desvio de linearidade, nao ha autocorrelacao de residuos ¢ ha homocedasticidade.
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A partir da literatura, todos esses resultados sugerem que as condigdes sdo favoraveis

para utilizar a matriz urina.

Conclusoes

A pesquisa na literatura especifica aponta o 1-hidroxipireno como bioindicador de
exposicao ao pireno.

Os resultados obtidos pelos ensaios realizados sugerem a eficacia das condicGes
cromatograficas testadas, principalmente pela sensibilidade do método otimizado e sua
confiabilidade. Os resultados demonstram consisténcia e estdo de acordo com a literatura
estudada para o desenvolvimento. Além disso, 0 método mostrou ser promissor para posterior

otimizacdo com amostras em urina como matriz.
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