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Resumo

Sette, Carla Borges; Wagener, Angela de Luca Rebello (orientadora).
Formacdo e identificacdo de metabolitos de fenantreno e homdlogos
alquilados em caranguejo Ucides cordatus. Rio de Janeiro, 2010. 114p.
Dissertacdo de Mestrado - Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

O principal objetivo deste estudo foi avaliar a formag&o de metabdlitos de
fenantrenos, parental e alquilados, em urina de caranguejos da espécie Ucides
cordatus. Foram realizados bioensaios em laboratério com exposicao dos
organismos ao fenantreno (2 ug.kg™ e 3 ug.kg™), bioensaio com exposicdo aos
homdlogos alquilados de fenantreno (Fen), 1-metilfenantreno (1-MeF) e 2,6,9-
trimetilfenantreno ~ (2,6,9-TriMeF)  (0,0125 upg.kg® e 0,025 pg.kg?,
respectivamente), bioensaio com inoculagdo de 6leo Arabe e bioensaio com
exposicdo a sedimento contaminado por HPA. O tempo dos experimentos
méaximo foi de 96 h e nos tempos 0, 24, 48, 72 e 96 h foram coletadas amostras
(1) urina para avaliacdo da resposta bioloégica através da formacdo de
metabdlitos, (2) hemolinfa para realizacdo do ensaio do microndcleo para
verificar a formacdo de mutacdes celulares e (3) hepatopancreas para
determinag&o de HPA totais por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro
de massas (CG/EM), principalmente os compostos de interesse no presente
trabalho. Foram desenvolvidas metodologias para medidas de metabdlitos em
urina de caranguejo utilizando como ferramentas a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de fluorescéncia (CLAE/F) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo por espectrometria de massas (CLAE/EM) com APCI.
Foi identificada a formac&o dos metabdlitos hidroxifenantreno (OHF) por CLAE/F
e, outros metabdlitos de fenantreno hidroxilados, epdéxidos, ortoquinonas e
conjugados de glicosideos por CLAE/EM em amostras de urina injetadas com
Fen, 1-MeF e 2,6,9-TriMeF. Ambas as metodologias apresentaram boa
sensibilidade (LQ = 0,001 e 0,01 pg.mL™, respectivamente) e boa linearidade (r?

=0.9998 e 0,9997, respectivamente). Nao foi observada presenca de mutacfes
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nas células presentes nas laminas de hemolinfa nos grupos inoculados com 6leo
e Fen (2 ug.kg™) e as mutacbes encontradas nas células dos grupos inoculados
com Fen (3 pg.kg™?), 1-MeF e 2,6,9-TriMeF n&o mostram resultado significativo.
O grupo exposto ao sedimento de Surui mostrou alteracdes na formacdo de
microniucleos (MN). As analises de HPA realizadas nas amostras de
hepatopancreas mostraram aumento na concentracdo de fenantreno naqueles
grupos nos quais foi injetado o composto fenantreno, e ndo foi observada
alteracdo nas concentracdes dos metilados de fenantreno naqueles grupos
injetados com 1-metilfenantreno e 2,6,9-trimetilfenantreno. Os métodos se
mostraram eficiente para uma avaliagdo preliminar da formacdo de metabdlitos
de fenantreno. Porém as baixas concentracbes de 1l-metilfenantreno e 2,6,9-
trimetilfenantreno as quais os caranguejos foram expostos, ndo permitiram uma

melhor avaliacdo dos dados para este grupos.

Palavras chave

HPA; Fenantreno; HPA alquilados; Caranguejo.
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Abstract

Sette, Carla Borges; Wagener, Angela de Luca Rebello (advisor).
Formation and identification of phenanthrene and it’s alkyl group
metabolites in Ucides cordatus crab. Rio de Janeiro, 2010. 114p. MSc.
Dissertation - Departamento de Quimica, Pontificia Universidade Catolica
do Rio de Janeiro.

The main goal of this study was to evaluate the formation of phenanthrenes
metabolites, parental and alkylated, in crabs Ucides cordatus urine. Laboratory
experiments were carried out exposing organisms to phenanthrene (2 pg.kg™ and
3 ng.kg™), to the phenanthrene homologues alkylated, 1-methylphenanthrene and
2,6,9-trimethylphenanthrene (0,0125 pg.kg™ and 0,025 ng.kg™, respectively), to a
Arabe oil and to a PAH contaminated sediment. The experiment maximum time
was 96 h and at O, 24, 48, 72 and 96 h were collected samples of: (1) urine to
perform tests in order to evaluate the biological response about the formation of
phenanthrene metabolites, (2) hemolymph to perform the micronucleus assay in
order to verify cell mutations formation and (3) hepatopancreas to the
determination of total PAH, especially this work’s interest compounds.
Methodologies were developed to metabolites measurements in crab’s urine using
kind of tools as the high performance liquid chromatography with fluorescence
detection (HPLC/F) and high performance liquid chromatography with mass
spectrometry detection (LC/MS). Were identified the formation of
hydroxyphenanthrene (OHF) and other metabolites of phenanthrene, di- and tri-
hydroxylated in urine samples injected with phenanthrene and
trimethylphenanthrene. Both methods showed good sensitivity (LOQ = 0,001 and
0,01 pg.mL™?, respectively) and good linearity (> = 0,9998 and 0,9997,
respectively). There was no presence of mutated cells in the hemolymph slides in

either group of bioassays. Analysis of PAH in hepatopancreas samples showed an
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increase in phenanthrene concentration in those groups of which the phenanthrene
was the compound injected, and there was no concentrations change in
methylphenanthrene on those groups injected with 1-methylphenanthrene and
2,6,9 - trimethylphenanthrene. The methods were showed to be effective in a
preliminary assessment of phenanthrene and 2,6,9-trimethylphenanthrene
metabolites  formation. But the 1-methylphenanthrene and 2,6,9-
trimethylphenanthrene low concentrations which the crabs were exposed, did not

allow having a better evaluation of the data to this groups.

Keywords

PAH; phenanthrene; alkyl PAH; crabs.
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“Na natureza nada se cria, nada se perde, tudo
se transforma.”

Antoine Lavoisier
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