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Resumo

Lorédo, Livia Araujo; Massone, Carlos German. Derrame de 6leo e saude
humana-Metabdlitos de HPAs em urina como tracadores de
exposicao utilizando espectrometria de massas TANDEM. Rio de
Janeiro, 20023. 80p. Dissertacdo de Mestrado — Departamento de
Quimica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Um grande vazamento de 6leo bruto ocorreu na costa brasileira em
2019 afetando uma extensédo de 4.334 km de faixa litoranea, 11 estados e
vérias localidades. Com isso, moradores locais entraram em contato direto
com oleo cru ficando expostos a contaminacao por hidrocarbonetos polici-
clicos arométicos (HPA). Os HPA sdo compostos organicos carcinogénicos
de origem petrogénica e pirogénica, que sdo ubiquos e persistentes.
Quando seres humanos s&o expostos a esses contaminantes, o organismo
pode metabolizar e gerar metabdlitos desses HPA com provaveis efeitos
negativos a saude humana. Com isso, este trabalho visou analisar a expo-
sicdo de uma comunidade de pescadores (localizada em Canavierias, BA)
aos HPA provindos de derrames de petréleo através da andlise de meta-
bolitos de HPA em urina. Para isso, as 44 amostras foram extraidas por
extracdo em fase sélida (SPE) e analisadas por cromatografia liquida aco-
plada a espectrometro de massas triplo quadrupolo (HPLC-MS/MS). Este
trabalho também contempla a comparacao de diferentes métodos de extra-
¢Oes em 18 amostras de urina selecionadas. No Centro de Pesquisas, De-
senvolvimento e Inovacdo Leopoldo Américo Miguez de Mello (CENPES)
realizou-se extracdo em fase sélida e a extragdo liquido-liquido, enquanto
na PUC-RIo foi realizada a extracdo por SPE. Os resultados referentes as
44 amostras analisada na PUC-Rio, demonstraram que 4 dos 11 metaboli-
tos de interesse foram identificados e quantificados. Para o 1-OH-Nap a
faixa de concentragédo foi (<LQ — 44 n mL™1), (<LQ-21 ng mLt) para o 2-OH-
Nap, (<LQ -5,4 ng mL) para o 3,9-OH-Phe e (<LQ- 0,76 ng mL™?) para o
6-OH-Chr. Ao comparar os resultados obtidos com trabalhos da literatura,
observou-se que os moradores da comunidade de Canavieiras apresenta-
ram valores baixos de concentracao dos metabdlitos que foram quantifica-
dos. Mesmo assim, é importante a existéncia de trabalhos voltados para o
monitoramento destes compostos ja que ndo somente o ambiente como
também apresentam-se como um risco a saude humana.

Palavras-Chave

Hidrocarbonetos policiclicos arométicos; urina humana; metabdlitos de
HPA; HPLC-MS/MS



Abstract

Lorédo, Livia Araujo; Massone, Carlos German (Advisor). Oil spills and
human health - PAH metabolites in urine as exposure tracers using
TANDEM mass spectrometry. Rio de Janeiro, 20023. 80p. Master's
Dissertation — Department of Chemistry, Pontifical Catholic University of
Rio de Janeiro.

A major crude oil spill occurred off the coast of Brazil in 2019 affecting
a 4,334 km stretch of coastline, 11 states and several localities. As a result,
residents came into direct contact with crude oil and were exposed to
contamination by polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). PAHs are
carcinogenic organic compounds of petrogenic and pyrogenic origin, which
are ubiquitous and persistent. When humans are exposed to these
contaminants, the organism can metabolize and generate metabolites of
these PAHs with probable negative effects on human health. Therefore,
this work aimed to analyze the exposure of a fishing community (located in
Ca-navierias, BA) to PAHs from oil spills through the analysis of PAH
metabolites in urine. For this, the 44 samples were extracted by solid phase
extraction (SPE) and analyzed by liquid chromatography coupled to triple
guadrupole mass spectrometer (HPLC-MS/MS). This work also includes the
comparison of different extraction methods in 18 selected urine samples.
Solid phase extraction and liquid-liquid extraction were performed at the
Leopoldo Américo Miguez de Mello Research, Development and Innovation
Center (CENPES), while SPE extraction was performed at PUC-Rio. The
results for the 44 samples analyzed at PUC-Rio showed that 4 of the 11
metabolites of interest were identified and quantified. For 1-OH-Nap the
concentration range was (<LQ - 44 n mL™), (<LQ-21 ng mL!) for 2-OH-Nap,
(<LQ -5.4 ng mL?) for 3,9-OH-Phe and (<LQ- 0.76 ng mL?) for 6-OH-Chr.
When comparing the results obtained with literature works, it was observed
that the residents of the community of Canavieiras had low concentration
values of the metabolites that were quantified. Even so, it is important the
existence of works focused on the monitoring of these compounds since not
only the environment but also present themselves as a risk to human health.

Keywords

Polycyclic aromatic hydrocarbons; human urine; PAH metabolites;
HPLC-MS/MS.
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1.
Introducao
Desde o século XVIII, com o inicio da Revolucao Industrial, o uso de

combustiveis fosseis, especialmente os derivados do petréleo, tem aumentado
constantemente. Para transportd-los das plataformas de onde s&o extraidos,
utilizam-se grandes navios petroleiros que percorrem rotas maritimas.
Infelizmente, muitos desses navios apresentam mau estado e ainda sé&o
construidos como monocascos, 0 que tem contribuido para o elevado nimero de
derramamentos acidentais que ocorreram nas Ultimas décadas (Aguilera et al.,
2010).

No dia 30 de agosto de 2019 foi identificado, oficialmente, um grande
vazamento de 6leo bruto na costa brasileira, que afetou uma extenséo de 4.334
km de faixa litoranea e atingiu 11 estados do Nordeste e Sudeste, além de 120
municipios e 724 localidades até o dia 22 de novembro de 2019 (Pena et al.,
2020). Embora tenha sido considerado o maior desastre ambiental no pais, ndo
foi o primeiro incidente envolvendo vazamentos de petréleo ou derivados.

Nos eventos de 2019, logo apGs a descoberta das manchas, houve um
grande envolvimento da comunidade local para iniciar a limpeza do 6leo das
praias afetadas. Com isso, foram reportados casos de intoxicacdo uma vez que
os voluntarios ndo usaram equipamentos de protecao adequados. A exposi¢ado do
6leo ao sol resultou na intoxicagcao dos voluntarios, pois 0s componentes mais
leves do 6leo cru, como hidrocarbonetos, podem evaporar rapidamente quando
expostos ao sol e ao ar, deixando a fracdo mais pesada do petréleo para tras
(Pitombo e Valadares, 2019).

A intoxicacdo deve-se principalmente a presenca de Hidrocarbonetos
Policiclicos Aroméaticos (HPA) no 6leo cru. Os HPA sdo compostos formados por
dois ou mais anéis benzénicos condensados, compostos exclusivamente por
atomos de carbono e hidrogénio, organizados linearmente, angularmente ou
agrupados. A formacdo desses poluentes também ocorre pela combustdo
incompleta de matéria organica, com fatores como temperatura e pressao
influenciando seu perfil constituinte. Assim, incéndios florestais e de campos, bem
como a queima de combustiveis fosseis, também s&o considerados importantes
fontes de HPA. (Meire et al, 2007).

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA -
Environmental Protection Agency) considera 16 HPA como particularmente

importantes no monitoramento ambiental de poluentes orgéanicos prioritarios (EPA,
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1986). Esses compostos incluem: acenafteno, acenaftileno, antraceno,
benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(ghi)perileno,
benzo(k)fluoranteno, criseno, dibenzo(a,h)antraceno, fenantreno, fluoranteno,
fluoreno, indeno(1,2,3-cd)pireno, naftaleno e pireno.

Ao entrar no organismo, a maioria dos HPA sdo metabolizados em
compostos monohidroxilados em formas conjugadas que podem ser excretados
pela urina. A caracterizacdo da exposicdo aos HPA tem sido frequentemente
realizada por meio da analise de metabolitos presentes na urina, com o objetivo
de avaliar a associacdo entre essa exposi¢do e possiveis resultados adversos
para a saude (Nguyen et al., 2022). Além disso, a utilizacdo de amostras de urina
€ amplamente aplicada devido a natureza ndo invasiva da amostragem, a
facilidade de coleta de uma grande quantidade de amostra, a rapidez e a
simplicidade do processamento da matriz (Santos et al, 2019).

Em 2019, a Coordenacao de aperfeicoamento de pessoal de nivel superior
(CAPES) com o programa Entre Mares, langcou um edital de selecdo emergencial
com o proposito de oferecer suporte a programas de pos-graduacao stricto sensu
que abordem em suas linhas de pesquisa assuntos relacionados ao combate,
andlise do impacto e proposi¢ao de solugdes para o incidente de derramamento
de 6leo ocorrido em agosto de 2019 nas praias brasileiras, com especial enfoque
na regiao Nordeste.

Um dos projetos contemplados pertence ao Programa de Pds-Graduagéo
em Saude, Ambiente e Trabalho (PPGSAT), da Universidade Federal da Bahia
(UFBA) coordenado pela professora Rita de Cassia Franco Régo intitulado:
“Avaliacdo dos impactos do derramamento do 6leo na costa da Bahia: agbes de
saude e protecdo ambiental”’. Este projeto visou analisar os possiveis impactos
que moradores da comunidade pesqueira de Canavieiras na Bahia sofreram em
virtude da exposi¢do ao 6leo derramado na costa brasileira. Para tal, coletou-se
urina dos voluntarios residentes desta comunidade pesqueira que foram utilizadas
neste trabalho.

Dessa forma, os impactos do derramamento de 6leo afetam ndo somente
0 meio ambiente, mas também a economia e a subsisténcia das comunidades que
dependem deste ecossistema, como as comunidades pesqueiras. Implicando em
problemas sociais que exigem solucdes politicas e juridicas (Andrade et al., 2005).
Assim, o derramamento de 6leo € um problema multifacetado com consequéncias
imprevisiveis e complexas, que requerem atencdo imediata e medidas
estratégicas, levando em consideracdo as necessidades urgentes das pessoas

afetadas. Por isso, € essencial estudar a contaminacgéo e seus efeitos prejudiciais.
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Nesse sentido, esta dissertacdo tem como objetivo principal analisar a urina de
pescadores da comunidade de Canavieiras, na Bahia, afetada pelo derramamento
de Oleo ocorrido em 2019 para identificar e quantificar metabdlitos de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) e com isso avaliar se 0s moradores
da regido foram atingidos por estes contaminantes.

Neste contexto, o presente estudo trata do desenvolvimento de método
para a andlise de metabdlitos de HPA em amostras de urina coletadas de uma
comunidade pesqueira (Canavieiras) localizada na Bahia por HPLC-MS/MS

(tandem).
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2.
Objetivos

2.1.
Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho é desenvolver um método analitico que
possibilite a identificacdo e quantificacdo de metabdlitos de HPA em amostras de
urina humana, a fim de avaliar a possivel exposicdo de pescadores da

comunidade de Canavieras (Bahia). a hidrocarbonetos de petréleo.

2.2
Objetivos especificos

e Desenvolver método analitico para a determinacdo e quantificacdo de
metabdlitos de HPA em HPLC-MS/MS;

o Aplicar o método na andlise em amostras de urina coletadas de uma
comunidade pesqueira de Canavieiras na Bahia;

e A partir das concentracdes de metabdlitos reportadas avaliar a exposi¢ao

humana a hidrocarbonetos policiclicos aromaticos.
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3
Revisao bibliogréfica

3.1.
Os Hidrocarbonetos policiclicos arométicos

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) sdo compostos
formados exclusivamente de hidrogénio e carbono tendo pelo menos dois anéis
aromaticos condensados que majoritariamente apresentam-se como soélidos
brancos, incolores ou amarelos palidos (Abdel-Shafy & Mansour, 2016). Podem
ser divididos em duas classes: os de baixa massa molecular e os de alta massa
molecular.

Os HPA sao considerados importantes contaminantes quimicos, pois
alguns deles demonstraram ser carcinogénicos em mamiferos (Neff, 1979). Sao
persistentes e encontrados em diversos ecossistemas, e suas propriedades
téxicas, mutagénicas e carcinogénicas (Yin et al., 2007; Erustes et al., 2001)
tornam o desenvolvimento de métodos analiticos para detectar a presenca desses
compostos no meio ambiente de grande interesse (Valero-Navarro et al., 2007). A
figura 1 demonstra as férmulas estruturais e nomenclatura dos 16 HPA prioritarios
segundo a USEPA
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n

Indieno(q,2,3,c,d)pireno

Naftaleno Acenafteno Acenaftlleno
Fenantreno Fluorenc:- Fluoranteno Benzo(a)antraceno

Benzo(b)FIuoranteno

Criseno Pireno Benzo(a)Pireno
Benzo( k)FIuoranteno Dibenz(a, h)antraceno Benzo(g,h, |)Per|Ienc:- Antraceno

Figura 1 - Férmulas estruturais e nomenclatura dos 16 HPA prioritarios segundo a US EPA
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Os HPA apresentam caracteristicas fisicas e quimicas que sao importantes
para determinar sua distribuicdo e comportamento em diversos compartimentos
ambientais, como solo, sedimento, atmosfera e 4gua, bem como seus possiveis
efeitos na salde humana e no ambiente. Apds serem liberados no ambiente, 0s
HPA podem passar por transformacdes e ter suas propriedades fisico-quimicas
modificadas através de processos naturais como evaporagdo, dissolucéo,
biodegradacéo, foto-oxidacéo e sedimentacdo (Queiroz, 2011).

Orgéos como a Agéncia Internacional de pesquisa em Cancer (IARC,
2012), classificou o tipo de risco de determinados HPA quanto a sua
carcinogenicidade, dividindo em quatro grupos: 1 carcinogénico para humanos,
2A provavelmente carcinogénico para humanos, 2B possivelmente carcinogénico
para humanos e 3 nao classificavel quanto a sua carcinogenicidade para os seres
humanos. Na Tabela 1, encontram-se as propriedades fisico-quimicas bem como
a toxicidade de acordo com a IARC dos HPA listados como poluentes prioritarios

pela USEPA.



19

z

A distribuicdo dos HPA no ambiente é influenciada por processos de
particdo entre agua e ar, agua e sedimento, e agua e biota. Estes processos sao
controlados por diversos parametros, tais como massa molecular, coeficiente de
particdo octanol-agua, coeficiente de particdo com carbono, ponto de fusédo, ponto
de ebulicdo e solubilidade em agua. As caracteristicas fisico-quimicas dos HPA,
como solubilidade e pressdo de vapor, sdo determinantes para orientar a
distribuicdo desses poluentes entre as fases soluveis e particuladas nos meios
atmosférico, aquoso e biético (Meire, 2006).

A solubilidade dos HPA na agua é limitada, variando de altamente
insoluveis, como o benzo(g,h,i)perileno, até pouco solluveis, como o naftaleno,
esta propriedade diminui a medida que aumenta a massa molar, ou seja, com 0
aumento do numero de anéis. Ja4 a pressdo de vapor dos HPA varia entre
compostos altamente volateis, como o naftaleno, e relativamente pouco volateis,
como o benzo(ghi)perileno, sendo que quanto maior a volatilidade do composto,
maior sera sua pressao de vapor, € menor sera sua massa molecular.

Devido a baixa solubilidade dos HPA na agua e sua natureza hidrofébica
(avaliada pelo coeficiente de particdo octanol-agua), esses compostos tendem a
se associar a particulas em suspensdo, como o material organico natural sélido,
e se depositarem nos sedimentos de rios, lagos e aguas marinhas. Além disso, 0s
constituintes dos HPA sédo classificados como moderadamente a altamente
lipossoluveis devido as suas caracteristicas lipofilicas, apresentando coeficiente

de particdo octanol-agua (log Kow) entre 3,4 e 7.



Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas dos 16 HPA prioritarios (Latimer & Zheng, 2003)

Propriedades fisico-quimicas Toxicologia
Peso Ponto de Ponto de Pressao de .
) Solubilidade (mg L
Nome Molar (g Fuséo(°C Ebuli¢cdo Vapor y Log Kow IARC
mol) ) °C) (mmHg)
Naftaleno 128,18 80,2 218 0,087 31,7 3,37 2B
Acenafteno 154,21 934 279 2,2x10°3 3,9 4,32 3
Acenaftileno 152,20 92,5 280 4,8x10°° 3,93 4,00 -
Antraceno 178,23 216 341,3 6,53x10% 4,34x102 4,54 3
Fenantreno 178,23 99,2 340 1,21x10* 1,16x59 4,57 3
Fluoreno 166,22 114,8 294 6x10* 1,69 4,18 3
Fluoranteno 202,26 107,8 384 9,22x10 0,20-0,26 5,22 3
Benzo[a]antraceno 228,29 155-157 437,3 2,1x107 9.4x10%3 5,91 2B
Criseno 228,29 255 448 6.23X10° 2x103 5,86 2B
Pireno 202,26 150,62 393-404 4,5x10°6 0,135 5,18 3
Benzo[a]pireno 252,32 179 495 5,49x10° 1.62x103 6,04
Benzo[b]fluoranteno 252,32 168 481 5,0x10”7 1,5x103 5,80 2B
Benzo[K]fluoranteno 252,32 217 480 9,65x1010 7,6x10%4 6,00 2B
Dibenz(a,h)antraceno 278,35 269 524 9,55x101° 6,27x10* 6,75 2A
Benzo(g,h,i)perileno 276,34 278 550 1,0x1010 2,6x104 6,50 3
Indeno(1,2,3-cd)pireno 276,34 164 536 1,25x1010 0,062 6,60 2B

20
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3.2.
Fontes de Emissdo de HPA

Os hidrocarbonetos policiclicos arométicos sdo compostos organicos que
tém grande importancia ambiental e toxicologica. Eles s&o encontrados em
ambientes aquaticos e sdo uma mistura de compostos provenientes de diversas
fontes, naturais ou antropogénicas. O transporte desses compostos pode ocorrer
pelo ar, onde eles se associam ao material particulado fino, permitindo sua ampla
distribuicdo. Uma vez na atmosfera, esses poluentes podem ser depositados em
sistemas aquaticos e terrestres, tanto por via seca (particulas sélidas ou vapores)
guanto por via umida (precipitagéo sob a forma dissolvida ou particulada). Além
disso, a poluicdo por HPA pode ocorrer por descarte direto, como por exemplo,

atraveés de efluentes municipais e industriais.

Os HPA de origem pirolitica sdo associados a combustdo incompleta de
matéria organica em condi¢cbes de elevada temperatura, baixa presséao e curto
tempo de formacédo (Abdel-Shafy & Mansour, 2016.). A distribuicao desses HPA é
caracterizada pela predominancia de compostos parentais nao substituidos e alta
concentracdo de HPA de alto peso molecular com 4 ou 5 anéis arométicos (Page
et al., 1999).

HPA de origem pirolitica sdo emitidos por fontes estacionarias e moéveis.
As fontes estacionarias incluem atividades industriais como craqueamento
catalitico de petroleo, producéo de coque, producédo de asfalto, fusdo de aluminio,
além da queima de carvéo e 6leo, queima de madeira, aquecimento residencial
em fornos, lareiras, fornalhas (madeira e carvao), queima de gas, incineracdo e
gqueimadas intencionais de florestas e agriculturas (Lopes & Andrade, 1996).

A acdo humana resulta na principal fonte de HPA, mas esses compostos
também sdo emitidos no ambiente de maneira natural. Fontes naturais de HPA

piroliticos incluem incéndios florestais espontaneos e erupgdes vulcanicas.
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Ja4 HPA de origem petrogénica estdo associados ao petréleo, incluindo
Oleo cru e seus produtos refinados (Page et al., 1999). Esses compostos sao
gerados através de processos de aromatizacdo a longo prazo de precursores
naturais, ocorrendo em condicbes de baixa temperatura relativa, ao longo de
escalas geoldgicas de tempo (Page et al., 1999)

As principais fontes de HPA de origem petrogénica no ambiente incluem
derrames acidentais de 6leo durante operacdes de abastecimento e lavagem de
tanques de caminhdes e navios petroleiros, producdo de petrdleo em terra e no
mar (vazamentos de 6leo produzido), drenagem de material presente nas
estruturas das plataformas, agua de produgédo, lama e cascalho resultantes da
perfuragéo, transporte, estocagem e refino de petrdleo (Stout; Uhler; Mccarthy,
2001; Zakaria; Okuda; Takada, 2001; Readman et al., 2002).

A Figura 2 mostra um esquema resumido das fontes de HPA bem ocorre

a exposicao humana.
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Figura 2- Fontes de HPA e exposi¢cdo humana.
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3.3.
HPA e sua distribuicdo no meio ambiente

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a polui¢cdo do ar tem
sido associada a morte de quase sete milhdes de pessoas em todo o mundo, e
cerca de noventa por cento da populagdo mundial esta exposta a niveis elevados
de poluentes atmosféricos (OMS, 2019). A qualidade do ar nas grandes cidades
tem se deteriorado devido ao aumento das emissfes de trafego, a expansédo
urbana e ao crescimento populacional (Mukherjee e Agrawal, 2017). Além disso,
o ar das areas urbanas é contaminado por diversos poluentes organicos, incluindo
os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (Teixeira et al., 2011).

Estudos foram realizados para investigar a distribuicdo dos HPA no ar,
que podem ser encontrados em fase de vapor ou em particulas de diferentes
tamanhos (Liu et al., 2001; Ohura et al., 2004). Os resultados apontam que HPA
particulados sdo mais preocupantes para a salde humana, visto que os HPA de
alta massa molecular, que sdo 0s mais carcinogénicos, estarem

predominantemente presentes na fase de particulas.

Os HPA sao transportados no ambiente, principalmente por via
atmosférica, através do material particulado fino, permitindo ampla distribuicdo
desses compostos no meio ambiente. Apds serem emitidos na atmosfera, eles
podem ser depositados em sistemas aquaticos e terrestres na forma seca
(particulada ou vapor) ou Umida (por meio de precipitagdo dissolvida ou
particulada) (Meire et al., 2007.).

Ao adentrarem sistemas aquaticos marinhos, os HPA sao dispersados
pelas correntes e acabam se integrando ao sedimento ao longo do tempo (EPRI
(Electric Power Research Institute) 2000). Devido ao carater hidrofébico, esses
poluentes tendem a se depositar, se adsorver em fases ndo aquosas, como solo
ou sedimento. Depois de serem adsorvidos em particulas sélidas, os HPA tornam-
se menos suscetiveis & degradagdo (Hussain et al., 2018). No entanto, ainda
podem ser dissolvidos na agua em pequenas quantidades, especialmente os HPA
de baixo peso molecular, tornando-se biodisponiveis. Além disso, a presenca de
coloides aquaticos porosos pode aumentar os niveis de HPA acima de sua
solubilidade em agua, uma vez que os HPA se adsorvem nesses coloides
organicos. Consequentemente, eles séo transferidos facilmente através dos poros
do sedimento, aumentando a mobilidade e biodisponibilidade dos HPA no

sedimento devido a sorc¢édo aos coloides (Dong et al., 2012).
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A presenca desses contaminantes no ecossistema aquatico acarreta
impactos adversos nha vida marinha, resultando em danos significativos para as
espécies afetadas. Os peixes que habitam areas poluidas acabam absorvendo
esses compostos por meio das guelras, pele, ingestdo de alimentos ou

sedimentos contaminados (Ruddock et al., 2002).

De maneira geral, a contaminacgéo dos tecidos de peixes por HPA ocorre
durante a alimentacdo desses organismos, quando entram em contato com
sedimentos contaminados. No entanto, a ingestdo desses tecidos pelos seres
humanos pode representar um risco a saude quando apresentam altas
concentracdes de HPA (Aradjo, 2010). Embora os peixes sejam importantes
fontes de proteinas, vitaminas e outros nutrientes essenciais, como dmega 3, que
trazem beneficios & sadde humana, tem surgido uma preocupacdo sobre o
consumo frequente desses alimentos e o0 possivel risco de exposicdo a

contaminantes quimicos por sua ingestdo. Colocar referéncia

3.4.
Metabodlitos de HPA

3.4.1.
Biotransformacgédo dos HPA

Por serem lipofilicos, os HPA ligam-se as membranas lipidicas e sao
transportados por lipoproteinas no sangue. Apdés a entrada no corpo através dos
pulmdes, trato digestivo ou pele, os HPA podem sofrer uma ou duas fases de
biotransformagéo (Figura 3). Na fase | do processo de metabolizacdo dos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), trés vias principais de ativacdo
podem ser identificadas: (i) formacédo de epdxidos de dihidrodiol por enzimas do
citocromo P450 e epodxido hidrolase (via CYP/EH), (ii) formacdo de um cation
radicalar de HPA por oxidacdo metabdlica através da atividade da peroxidase do
citocromo P450 e (iii) formacdo de orto-quinonas pela oxidacdo de catecdis
através da dihidrodiol desidrogenase (Moorthy et al, 2015). Nessa primeira fase,
um grupo reativo polar é introduzido na molécula, tornando-a um substrato
adequado para as enzimas da fase Il. Os HPA transformam-se em compostos
eletroliticos tais como epdxidos, fendis, dihidrodiols, quinonas, diols, triols e
quatriols através da acdo de enzimas mono-oxigenases citocromo P450 (Ewa &

Danuta, 2017).
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benzo[a]pireno
(B[a]P)

OY) v |
Oec _— 4,5-epoxi1 B[a]P
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CYPIAL GSTT1
GSTP
7.8-epox1i B[a]P
Outros GST
mEH
_ GSTMI v
7.8- diol B[a]p —————> GSH conjugado
GSTT1
Desintoxicacio

CYPs - Enzimas citocromo P450
mEH - Hidrolase de epoxido microssomal

GSTs - Enzimas glutationa S-transferases
GSH - Glutationa

Figura 3 - Caminho de ativacdo metabdlica e desintoxicacdo do Benzo(a)Pireno.
Adaptado de (Ewa & Danuta, 2017)

Na fase Il, apés a introducdo de um grupo, as enzimas conjugadas
adicionam geralmente substitutos enddgenos, como acuUcares, sulfatos ou
aminoacidos, o que aumenta substancialmente a solubilidade em agua, facilitando
a excrecdo. Embora esse processo seja, geralmente, uma sequéncia de
desintoxicacédo, os intermediarios reativos podem ser muito mais téxicos do que

0s compostos originais (Guengerich, 2008).

Durante o processo de conjugacao na formacdo de metabdlitos de HPA,
ocorre a presenca de glucuronideos ou sulfatos conjugados. Portanto, para obter
esses metabdlitos na forma livre OH-HPA, é necessario realizar a etapa de
desconjugacao enzimatica. A Figura 4 ilustra exemplos de metabdlitos de HPA na

sua forma livre.
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Devido a complexidade das complicacdes decorrentes da exposicao a
HPA, seja por via respiratéria ou pela ingestdo de alimentos contaminados, a
realizacao de estudos sobre esses compostos é de extrema importancia (Moorthy
et al. 2015). Até o momento, os limiares de concentra¢cdo aos quais uma pessoa
pode ser exposta sem causar danos a salde ainda ndo sdo conhecidos. Portanto,
€ essencial identificar as principais fontes de exposicdo e o0s niveis de
contaminacdo em cada regido, a fim de avaliar adequadamente os riscos a saude
envolvidos. A determinacdo dos HPA é principalmente realizada por técnicas
cromatogréficas, em combinacdo com métodos de coleta e extracdo desses
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compostos nas amostras (Sun et al, 2019; LI et al, 2017).
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Figura 4 - Estrutura e nomenclatura dos metabdlitos de HPA livres.

3.4.2.
Técnicas analiticas para identificacdo de metabdlitos de HPA

A deteccdo de metabdlitos de HPA na urina como biomarcadores de
exposicao apresenta varias vantagens em relacao a outras técnicas de avaliacao.
Esses compostos podem ser faciimente medidos de forma semiquantitativa
através de técnicas de deteccdo direta de fluorescéncia, como a detecgéo de
fluorescéncia fixa e a fluorescéncia sincronizada de varredura.

Para identificar e quantificar metabdlitos individuais de HPA, séo
necessarios métodos laboratoriais intensivos para preparacdo das amostras para

andlise. Normalmente, a preparagdo das amostras envolve tratamento enzimatico
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para produzir compostos hidroxilados livres, seguido de extracdo ou centrifugacao
e, ocasionalmente, derivatizacdo dos grupos hidroxilados. Dentre os 14 trabalhos
selecionados no levantamento, apenas Guo et. al (2013) e Marlow & Hurtubise
(2004) nao realizaram a etapa de desconjugacao enzimatica. Além disso, dentre
os doze trabalhos que desconjugaram suas amostras, apenas Gupta et al (2015)
nao utilizou a enzima B-glucuronidase. Em todos os artigos pesquisados a
temperatura de encubacéo foi de 37 °C e, desta forma, mantida assim no presente

estudo.

Dentre as técnicas analiticas disponiveis, umadas mais refinadas para
identificacdo e quantificacdo de metabdlitos de HPA individuais sdo a High-
performance liquid chromatography coupled to a tandem mass spectrometer
(HPLC-MS/MS) - Cromatografia liquida de alta performance acoplada a
esctrémetro de massas tandem e Gas chromatography coupled to a tandem mass
spectrometer (GC-MS/MS)-Cromatografia gasosa acoplada a esctrébmetro de
massas tandem . A tabela 2 traz um levantamento sobre tratamento enzimatico,
método de extracdo e técnicas analiticas utilizadas para a determinacdo de

metabdlitos de HPA em urina.



Tabela 2: Métodos reportados em outros trabalhos
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Tipo de Preparo da amostra Analise Instrumental Referéncia
Amostra
Tratamento Enzimatico Incubacéo Extracdo/Solvente Padrdo interno
-glucuronidase/ banho com icli
Urina B-g et agitacio durante SPE - HPLC-UV "i'z"o';tl)a"
y a noite at 37 °C MeOH
LLLME Marlow &
Urina ) i 0.1 M NaOH ou - FL e CE Hurtubise
1-octanol (2004)
. : 37 °C durante a LLE Zheng Li et
Urina B -glucuronidase enzyme noite (~18 h) pentano dodecano GC/IDHRMS al (2006)
. o SPE . Souza, et
Urina B-glucuronidase enzyme 37 Cn(;lﬁ;ante a Acetato de etila 1-OHNAP-d7 GC-MS ISQ single quadrupole al. (2022)
LLE
Acetato de etila
Urina SPE ) Marques et
B glucuronidase/ 37 °C durante a Acetonitrila GC-EI-MS/MS al. al.(2021)
arylsulfatase noite dSPE
Z-sep or Z-Sep+ sorbent
Mix
9-2-OH-FLU
. 1°C6 3-OH- Nguyen K.
Urina B-glucuronidase/ 17-18h at 37 «C _ SPE s THEN HPLC-MS/MS etal.
aryl sulfatase H1 enzyme optima grade MeOH C6-1-OH-PYR
13C6 1-OH-NAP (2022)
3Ce-
2-OH-NAP
: B -glucuronidase/ durante a noite 37 LLE i i Fernandez,
Urina arylsulfatase °C, (15 h) Acetado de etila HPLC-MS/MS etal.

(2021)
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. . DLLME Gupta et al
(o] - - - - -
Urina HCI 30 min at 70°C TCE Auto-IPS-GC-MS-MS (2015)
durant ite 37 LLE P GC-ID-HRMS Thai, et al
. ) . _ urante a noite 13Cs 3- fluoranteno -ID- al, et al.
Urina B-glucuronidase (HP-2) o 1:4 Tolueno/n-pentano 13C, 1-fenantreno (2020)
13Ce1- pireno
- Hoppe-
: B-glucoridinase/ R _ SPE i :
Urina sulfatase 37 °C for 17-18 h DCM GC-MS/MS Jones et al.
(2021)
. B-glucuronidase/ durante a noite a Martinefski
Urina SUPRAS-based extraction - LC-MS/MS et al.
sulfatase 37°C
(2019)
. B-glucuronidase/ durante a noite i : ykin et al.
Urina arylsulfatase (37 °C, 16-17 h) SPE GEMS (2015)
. B-glucuronidase/ o SPE i i Huo et al.
Urina Arylsulfatase 37 °C for 16 h. MeOH HPLC-F (2019)
d--1-NAP, d;-2-NAP,
| LLE 5Co1-PYR, 1°Cy-3- HPLC- Guo, et al
Urina - - 5 mL solugéo (80% pentano/  PHEN, *Cs-3-BCP, MS/MS !
20% tolueno, v:v) PCe-1-BAA, and (2013)

13C-6-CHRY.

LLE- extracao liquido-liquido; SPE- extracdo em fase sélida; MeOH — metanol; NaOH — Hidréxido de sédio; 2-OH-NAP — 2- Hidroxinaftaleno;
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4
Materiais e métodos analiticos

O método utilizado foi inicialmente desenvolvido pelo Centro de Pesquisas
da Petrobras (CENPES) para a determinacdo de metabdlitos de HPA em bile de
peixe. Neste trabalho o método foi adaptado para validar a andlise de urina

humana.

Foram realizadas analises adicionais a fim de validar o método empregado
na presente pesquisa através de 18 amostras de urine selecionadas, extraidas em
fase sdlida (CENPES e PUC-RIi0) e 17 amostras para a extragéo liquido-liquido
(CENPES).

4.1.
Solventes organicos e reagentes

Os solventes organicos utilizados em algumas etapas deste trabalho —
metanol (MeOH, CAS-No 67-56-1), diclorometano (DCM, CAS-No 75-09-2),

acetonitrila (ACN, CAS-NO 75-05-8) e acido acético glacial (AcOH CAS-No 64-19-
7).

O Acetato de so6dio (CAS-No 6131-90-4) foi utilizado junto com o &cido

acético glacial para obter-se uma solucéo tampao.

4.2.
Padrdes analiticos

Os padrdes de HPA, padrao interno e surrogado descritos abaixo sdo da
marca Toronto Research Chemicals e foram obtidos por meio da CSM Cientifica

do Brasil:

1-OH-Naftaleno
e 2-OH-Naftaleno

e 1-OH-Fenantreno
e 3-OH-Fenantreno
e 4-OH-Fenantreno
e 9-OH-Fenantreno
e 2-OH-Fluoreno
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e 6-OH-Criseno
e 1-OH-Pireno

4.3.
Limpeza de materiais e vidrarias

Todo material utilizado foi lavado com agua corrente, solucédo de Extran
10% (faixa neutra) e por fim com agua ultrapura. Com excecdo dos materiais
volumétricos, todos os outros foram levados na mufla durante 8h a 400°C para
eliminac&o de qualquer residuo orgénico e devidamente armazenados para 0 uso.
Materiais volumétricos, pincas e espatulas foram lavados trés vezes com

diclorometano grau HPLC antes da sua utilizacao.

4.4,
Amostragem

A fim de selecionar os individuos mais expostos ao o6leo/petréleo, foi
aplicado um critério de inclusdo e exclusdo. O processo ocorreu em trés etapas
distintas que estdo resumidas no fluxograma na Figura 5.

Na primeira etapa, todos os residentes do municipio de Canavieiras foram
considerados. Em seguida, dentre esses individuos, foram selecionados aqueles
que ndo eram fumantes, totalizando 245 pessoas.

Na segunda etapa, dos 245 individuos mencionados anteriormente, foram
escolhidos aqueles que responderam "Sim" a pergunta: "Vocé encontrou
Oleo/petréleo enquanto pescava/mariscava?" (Q5.10). Esse grupo totalizou 152
individuos. Entre esses, apenas aqueles que responderam "Sim" as duas
perguntas seguintes foram considerados como 0s mais expostos: "Quando vocé
encontrou Oleo/petréleo, vocé continuou pescando na area?" (Q5.13) e "No
periodo do derramamento, vocé ajudou a retirar os residuos de 6leo/petréleo?"
(Q6.2). Esse processo resultou em 19 individuos mais expostos que foram
incluidos na amostragem. Na terceira etapa, uma amostra auxiliar foi formada com
os individuos que responderam "Nao" e "Sim", respectivamente, as perguntas
mencionadas acima. Essa amostra auxiliar contou com 90 individuos e foi utilizada
para selecionar os 51 individuos restantes para completar a amostra final com 70

elementos.
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A selecdo dos elementos dentro da amostra auxiliar foi feita classificando
os individuos em ordem decrescente com base na variavel Q6.5, que avaliava por
guantos dias eles ajudaram a remover manchas de 6leo/petréleo. Os 51 individuos
com o maior numero de dias de exposi¢cdo foram escolhidos e incluidos na
amostra, juntamente com os 19 individuos selecionados anteriormente, resultando
em uma amostra final composta por 70 elementos.

Com os individuos selecionados, foi fornecido um recipiente estéril com as
instrucdes para que o participante coletasse a urina por conta prépria. O
participante recebeu orientagcbes sobre o processo de coleta, incluindo a
necessidade de lavar as méos e a regido genital com sabao, descartar o primeiro
jato de urina e preencher o frasco coletor até a metade do tubo. Além disso, a
urina coletada foi a primeira do dia. Para este trabalho utilizou-se 44 amostras.



34

Individuos de
Canavierias

Vocé encontrou
dleo/ petréleo enguanto
pescava/mariscava?

Sim
t
152 no periodo
Quando vocé encontrou do derramamenta,
Gleo/ petréleo, vocé continuou > - vocé ajudou a retirar os

residuos de oleo/

pescando na area? ]
Petrdlen?

30 i Nio/ndo soube responder— | 121/1 100 Sim
(1* Parte da amostra
\ 19 /
2% Parte da amostra
S0

Rangueamento dos individuos mais
expostos, conforme quantidade de
dias de rabalho na remocao de
manchas de dleo/petrdlec
51

NAG. 43

Total de individuos na amostra
70

Figura 5 - Fluxograma de selecdo dos participantes. Manual de amostragem projeto Avaliagdo dos impactos do derramamento do 6leo na costa da Bahia:
acles de saude e protecdo ambiental (2020)
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4.5.
Preparo e processamento das amostras

As 44 amostras de urina foram preparadas para a determinacdo de
metabdlitos de HPA utilizando cromatografia liquida acoplada a um sistema de
espectrometria de massa (HPLC-MS/MS).

Junto as amostras de urina, dois tipos de brancos de laboratério foram
processados para cada batelada utilizando como matriz 4gua ultrapura em tampao
de acetato com pH 5. Um branco foi fortificado com uma mistura de padrées com
niveis de concentracdes conhecidos, enquanto o outro foi adicionado apenas o
surrogado. Todas as etapas do preparo e processamento de amostras estdo

resumidas na Figura 6.

Desconjugacdo Enzimatica
(37°C, pH5, 16-20h)

Extracdo em fase sdlida
Cartucho C18
Ativacao da coluna: MeOH
Eluicdo: MeOH

Fase NH2 eluicdo:
diclorometano/metanol
(80:20 viv)

[ Purificacao

Y

[Adl{:iﬂ de padrédo mtern%

Y
( Analise HPLC-MSIMS

Figura 6 - Fluxograma de etapas envolvidas na determinag&o de metabdlitos de HPA em
urina humana
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45.1.
Desconjugacgao enziméatica

Inicialmente preparou-se uma solucdo tampéo de acetato e ajustou-se o
em pH 5 com &cido acético glacial. Em seguida, aliquotas de 100 uL das amostras
foram tratadas com 20 pyL da enzima B-glucoronidase (utilizando 2 mL tampdao
para manter o pH 5, que € um pH ideal para a atuacdo da enzima). Foram
adicionados 25 pL de mistura de surrogates (3-OH-Criseno-d11, 3-OH-BaP-d11,
1-OH-Pireno-d9). A seguir, as amostras foram incubadas a 37°C durante um
periodo de 16-20h.

4.5.2.
Extracdo em fase sélida (solid phase extraction -SPE)

Inicialmente foi necessario ativar os cartuchos (Fase C18 de 500 mg e 3
mL) com a adi¢do de 2 mL de metanol deixando-os impregnados com o solvente
com eluicdo em vacuo moderado em frascos de descarte. Depois, realizou-se o
condicionamento dos cartuchos adicionando 4 mL de tampado acetato para
eliminar os tragos de metanol, visto que uma pequena quantidade que permanecer
no cartucho pode antecipar a eluigdo. Em seguida, com o auxilio de uma pipeta
Pasteur de vidro, adicionou-se as amostras previamente desconjugadas e foram
adicionados mais 2 mL de tampé&o acetato deixando os cartuchos secarem.

Para a secagem dos cartuchos, os frascos e a estante foram removidos de
dentro do manifold colocando um pedaco de papel absorvente no fundo deste
além de cobrir os cartuchos com papel aluminio. Em seguida, o equipamento foi
deixado em véacuo de 5 in Hg por 15 minutos, depois em 10 in Hg por mais 15
minutos e para finalizar em vacuo maximo por 30 minutos. No final desse
processo, a parte interna do manifold foi limpa com etanol e a estante foi
novamente montada agora com frascos receptores.

Para a eluicdo do analito, inicialmente foram adicionados 2,5 mL de
metanol com eluicao lenta sem auxilio de vacuo. Apos o surgimento da primeira
gota um vacuo leve foi aplicado e mais 2,5 mL de metanol foram adicionados
deixando o cartucho secar completamente. Esta fragdo contendo os analitos foi
levada a secura com fluxo de nitrogénio a 50 °C e ressuspendida em 1 mL de

solugdo diclorometano:metanol (80:20 v/v). O mesmo processo foi realizado nas



37

18 amostras que foram extraida no CENPES.

4.5.3.
Purificacao

A purificagao foi realizada utilizando-se cartuchos com fase NH> de 500mg
e 3 mL. Os metabdlitos foram eluidos duas vezes com 2,5mL de uma solucéo de
diclorometano:metanol (80:20). O extrato foi levado a secura sob fluxo de
nitrogénio a 36°C e posteriormente ressuspendido com 0,5 mL de uma solugéo de
acetonitrila:zagua (70:30 v/v). Antes de serem injetados no HPLC-MS/MS,
adicionou-se aos extratos 12,5 pL (50 ng mL?) de padrdo interno (1-OH-
Fenantreno-d9). Para a extracdes realizadas no CENPES, ndo houve etapa de

purificagdo.

454,
Extracdo liquido-liquido (Liquid-Liquid extraction-LLE)

A extracgdo liquido-liquido foi realizada adicionando-se a amostra 1,5 mL
de uma solugéo 1:1 de acetato de etila e ciclohexano. Em seguida, a amostra foi
levada ao banho de ultra-som por 2 minutos sucedido por centrifugacéo a 2000
RPM por 3 minutos, a 4°C. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante da amostra
(figura 13) foi removido com auxilio de pipeta pasteur e transferido para um frasco
de 15 mL previamente descontaminado. Este processo foi realizado quatro vezes

para cada amostra.

Depois de realizada todas as etapas da extracdo, o extrato foi avolumado
para 10 mL e acrescido de sulfato de sodio anidro suficiente para a remocao de
gualquer residuo de 4gua que tenha sido carreado junto com a fracéo de solvente.
Os extratos contendo sulfato de sédio foram filtrados com filtro de seringa de PTFE

e 0,2 um e transferidos para frascos de vidro de 10 mL.

As amostras foram levadas a secura em um concentrador turbovap,
ressuspendido em 1 mL de uma solugdo 70/30 (v/v) de acetonitrila/agua. Ao
extrato ressuspendido, foram acrescentados 25 pL (100 ng mL™?) da solucédo de
PI, seguido pela homogeneizagdo em vortex, transferéncia para vial &mbar de 2

mL e posterior injecéo no sistema HPLC-MS/MS.
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4.6
Anélise intrumental

Injetou-se 10 uL de cada extrato no sistema de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas TANDEM com ionizacdo por eletrospray
(ESI) coluna Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD (2,2mm x 50mm, 1,5 um), com vazao
constante de 0,500 mL min! mantendo a temperatura da coluna em 50 °C.
Utilizando agua e acetonitrila como fase movel variando o gradiente estre as fases.
O espectrometro de massas operou no modo Multiple Reaction Monitoring (MRM).
Os dados foram obtidos com o software mass hunter. As condicbes
cromatogréficas sdo apresentadas no quadro 1 e as condi¢cdes espectrométricas
no quadro 2 . Além disso, a tabela 3 mostra as transicdes bem como as energias
de colisdes

Quadro 1- Condicdes cromatogréficas para a analise de metabdlitos de HPA em urina
humana por HPLC-MS/MS

Coluna Zorbax Eclipse Plus C18 RRHD, 2,1 x 50 mm x 1,8 ym
I'I'emperatura da co- 50 °C

una

Volume de injecao 10 pL

Temperatura do auto-

[o]
amostrador 10°C

15 segundos na porta de lavagem (1:1:1:1 4gua: meta-
nol:acetonitrilazisopropanol)

A: agua

Lavagem da agulha

Fase movel B: acetonitrila
Vazao 0,500 mL min=
Tempo (min) % agua % acetonitrila
3,30 50 50
Gradiente 3,35 35 65
9,00 35 65
11,00 10 90
Tempo de corrida 12,0 min

Post time 2,0 min
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Quadro 2- Condicdes do espectrédmetro de massas Agilent 6495A triplo quadrupolo para
a andlise de metabdlitos de HPA em urina humana.

Modo de ionizagao

AJS ESI, negativo

Temperatura do gas de secagem | 250 °C
Vazao do géas de secagem 19 L min+
Presséo do nebulizador 30 psi
Temperatura do gas de bainha 350 °C
Fluxo do gas de bainha 12 L min+
Voltagem do capilar 2500 V
Nozzle voltage 2000 vV
MRM
Scan Type Tempo (min) | Divert Valve
MS
51 Waste

Tabela 3- Transicdes e energia de colisdo

lon Produto  Energia de Colis&o (V)

Composto lon Precursor
1-OH-naftaleno 143,05
2-OH-naftaleno 143,05
2-OH-Fluoreno 181,06

1-OH-fenantreno 193,06
3,9-OH-fenantreno 193,06
4-OH-fenantreno 193,06
1-OH-pireno 217,06
6-OH-criseno 243,08
3-OH-criseno-d11 254,15
3,9-OH-benzo(a)pireno 267,08
3-OH-benzo(a)pireno-d11 278,15

115
1151
152,2

165
165,1

165
189,1
215,1
226,1

239

250,1

29

29

37

37

37

37

41

37

41

41

45

Uma curva analica foi feita. Inicialmente os padrées de metabdlitos, 1-OH-

Naftaleno,

2-OH-Naftaleno,

1-OH-Fenantreno,

3-OH-Fenantreno,

4-OH-

Fenantreno, 9-OH-Fenantreno, 2-OH-Fluoreno, 9-OH-Fluoreno, 1-OH-Pireno, 6-
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OH-Criseno, 3-OH-Benzo(a)Pireno, 9-OH-Benzo(a)Pireno, 3-OH-Criseno-d11, 3-
OH-Benzo(a)Pireno-d11, 1-OH-Pireno-d9 foram pesados e diluidos em 2 mL de
metanol (grau HPLC) formando soluctes individuais estoque com concentracdes
gue variaram de 495 ug mL* até 1380 pug mL™. A partir destas soluges, uma
mistura de padrbes de metabdlitos foi feita em acetonitrila com volume final de 10
mL e concentracdo de 2 ug mLt. Em seguida, duas solucdes intermediarias foram
preparadas, a solucdo intermediaria 1, de concentracgao final 25 ngmL™ preparada
partindo do mix de metabdlitos, e a solucéo intermediaria 2 de concentracao final
0,25 ng mL* preparada a partir da solugédo intermediaria 1.

Nove solu¢des com concentragdes de 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50, 100, 250 e 500
ng mL* foram feitas partindo do mix de metabdlitos e das solugdes intermediarias
1 e 2 e armazenadas em vials &mbar para evitar degradacdo e mantidas a 4 °C.

Todas as solu¢ées foram fortificadas com 50 pL (100 ng mL?) de padréo interno.

4.7.
Identificac&o e Quantificagao

Foi utilizado o método de padronizagdo interna para quantificar os
compostos de interesse. Nesse método, adiciona-se uma substancia chamada
padrdo interno em uma quantidade constante a todas as amostras, brancos
analiticos e padrdes de calibragdo durante a analise. Posteriormente, realizou-se
a calibracdo, que envolve a relacdo entre o sinal do analito e o sinal do padréo
interno em fungé@o da concentracdo do analito nos padrées. Essa abordagem
permite que a proporcdo entre 0os sinais do analito e do padréo interno seja
independente de flutuagbes aleatorias instrumentais e/ou de método, além de
compensar os efeitos da matriz, desde que os dois sinais sejam influenciados da
mesma maneira por esses efeitos. Para que o padrdo interno seja efetivo, é
recomendado que ele possua propriedades fisico-quimicas similares aos analitos
de interesse, tempo de retencdo préximo aos analitos, ndo esteja presente
originalmente nas amostras e ndo reaja com nenhum componente da matriz
(Ingle; Crouch, 1988).

O padrao interno (PI) utilizado foi o 1-Fenantrol-d9. Além do padréo interno,
adicionou-se as amostras padrao surrogado (PS) com a finalidade de monitorar

perdas de analito ao longo do processo de preparacdo da amostra. Como
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surrogate utilizou-se o composto 3-OH-Criseno-d11. As Figuras 7 e 8 mostram as

estruturas moleculares dos padrdes citados acima

D D

b} ) ] n}

Figura 7 - Estrutura do padréo interno

D D

Figura 8 - Estrutura do padrao surrogado
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5
Desenvolvimento de método

5.1.
Linearidade, Faixa Linear de Trabalho

A capacidade dos métodos analiticos quantitativos de demonstrar que 0s
resultados obtidos sé@o diretamente proporcionais a concentracdo da substancia
em estudo na amostra, dentro de um intervalo especifico, € conhecida como
linearidade. E importante destacar que a relacdo linear simples, descrita pela
equacao y = ax + b, é valida somente em uma determinada faixa de concentracao
ou massa da espécie medida, a qual é denominada de faixa linear dindmica. Essa
faixa é determinada para cada técnica instrumental utilizada na andlise
guantitativa.

Para estimar os coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto
de medicdes experimentais, € comum utilizar o método dos minimos quadrados
ordinarios ndo ponderados, o0 que resulta na equacao da regressao linear, desde
que o sistema seja homocedastico. Para verificar se hd homogeneidade da
variancia dos residuos, é realizado o teste de Cochran. Além dos coeficientes de
regressao (a e b), é possivel calcular o coeficiente de correlagéo (r) a partir dos
pontos experimentais. Esse parametro fornece uma estimativa da qualidade da
curva, pois quanto mais proximo de 1,0, menor sera a dispersdo dos dados
experimentais e menor sera a incerteza dos coeficientes de regressao estimados.

Como mencionado anteriormente, embora o coeficiente de correlagéo
linear (r) forneca uma indicacdo razoavel da adequacéo da reta como modelo
matematico, ele ndo é suficiente para uma conclusdo definitiva. Por isso, é
importante avaliar os residuos, que séo a diferenga entre a variavel resposta
observada e a variavel resposta estimada. Para verificar a adequacédo da reta, é
necessario representar graficamente os residuos e observar se ha comportamento
aleatorio. Se houver alguma tendéncia no grafico de residuos, isso pode indicar
gue o modelo linear ndo é adequado. Além disso, a linearidade também deve ser
avaliada por meio do teste F (também conhecido como F-Snedecor) na andlise da
variancia (ANOVA) da regressao, de acordo com as orienta¢cdes do INMETRO
(2016).
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5.2.
Sensibilidade

De acordo com as diretrizes do INMETRO, a sensibilidade é geralmente
apresentada juntamente com o parametro de linearidade, que pode ser estimado
a partir da equacao linear da curva analitica. Em outras palavras, a sensibilidade
do método pode ser inferida a partir da inclinacdo da reta. Portanto, se o método
for mais sensivel, a inclinacdo da reta sera maior, o que indica que pequenas
variacfes na concentracao terdo um efeito mais significativo na resposta (NETO;
BARROQOS, 2005; INMETRO, 2020).

5.3.
Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

O limite de detecgéo (LD) é definido como a menor concentracéo do analito
gue pode ser detectada, embora ndo necessariamente quantificada, por meio de
um determinado procedimento experimental (RIBANI et al., 2004). A determinacdo
do limite de deteccdo em um procedimento analitico pode ser influenciada pelo
tipo de amostra em questdo. Por esse motivo, é crucial que todas as etapas do
processo analitico sejam levadas em consideracéo na determinacdo desse limite,

inclusive em ensaios qualitativos (INMETRO, 2020).

Uma das maneiras de se obter o limite de deteccdo é pela relacédo
sinal/ruido. A relacao sinal/ruido é uma medida que compara os sinais obtidos das
amostras contendo baixas concentrac6es do analito com os ruidos dos brancos
das amostras. A partir dessa comparacdo, € possivel determinar a menor
concentracdo do analito que pode ser detectada com confianca. Para a estimativa
do limite de deteccéo, considera-se uma relacdo sinal/ruido de 3:1 ou 2:1 como
aceitavel. E importante salientar que a regido do ruido do branco deve ser a

mesma do sinal medido para se obter resultados precisos e confiaveis.

O limite de quantificagéo (LQ) é a menor quantidade do analito na amostra
que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis por um
procedimento analitico individual (ICH, 2005). Em geral, corresponde ao padrédo
de calibracdo de menor concentracdo, excluindo o branco. Para garantir a
precisdo e exatidao do LQ, é necessario testa-lo com amostras independentes no
mesmo nivel de concentracdo ou propriedade. O LQ é uma medida essencial para
métodos quantitativos, pois estabelece o menor nivel de concentracdo que pode

ser quantificado com confianca pelo método (INMETRO, 2020)



44

5.4.
Preciséo (Repetibilidade) e Reprodutibilidade

A precisdo € uma medida da concordancia entre os resultados
experimentais, indicando a magnitude dos erros entre eles. Quanto menor a
variabilidade entre os resultados, maior sera a precisao do ensaio (Albano; Raya-
Rodriguez, 2015). Tanto o INMETRO quanto a ANVISA utilizam o desvio padrao
relativo (DPR), ou coeficiente de variacao (CV), como medida de precisdo. O DPR
€ obtido pela razdo entre o desvio padrdo (DP) e a concentracdo média
determinada (CMD), conforme a equacdo apresentada abaixo (Brasil, 2003;
Inmetro, 2016).

CV(%) = DPR = x100

CMD

A repetibilidade é um parametro que se relaciona com a precisao e pode
ser definida como a concordancia entre os resultados obtidos em medi¢cbes
sucessivas do mesmo método, realizadas nas mesmas condi¢cbes de medicao,
como mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento, mesmo local e
repeticbes em um curto intervalo de tempo (Inmetro, 2016).Por isso, a
repetibilidade envolve diversas medicdes da mesma amostra, em diferentes
preparacdes, sob as mesmas condi¢des, sendo as vezes chamada de precisdo
intra-ensaio ou intracorrida. A repetibilidade pode ser avaliada pela estimativa do

desvio padrao relativo, DPR, como descrito por Ribani et al. (2004).

5.5.
Exatiddo (recuperacao)

Nos ensaios de recuperacéo, a porcentagem da quantidade da substancia
de interesse que pode ser extraida e quantificada é definida como recuperacao,
R. Essa recuperacgédo pode ser calculada pela anélise de amostras fortificadas com
quantidades conhecidas de um padrdo do composto, também conhecido como
spike (Inmetro, 2016). Em outras palavras, a recuperacdo do analito é
determinada através da comparacdo da quantidade de substéncia adicionada a
amostra com a quantidade recuperada apés a andlise. Amostras que

apresentaram recuperagéo ente 45-120% foram aceitas.
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6
Resultados e discussao

6.1.
Parametros de validagéo

6.1.1.
Linearidade, Faixa Linear de Trabalho

Foram avaliadas as 9 curvas analiticas das 11 substancias estudadas para
verificar sua linearidade. E importante notar que os metabélitos 3-OH-Fenantreno
e 9-OH-Fenantreo, bem como 3-OH-Benzo(a)Pireno e 9-OH-Benzo(a)Pireno
foram quantificados juntos em uma Unica curva cada, ja que coeluiram no mesmo
pico cromatografico. Essas substancias sdo isbmeros constitucionais com
estruturas muito similares, o que reduz a capacidade de discriminagdo da fase

estacionaria.

O coeficiente de determinacdo (R-quadrado ou R?) é uma medida que
indica a propor¢cdo da variacao total da varidvel dependente y que pode ser
explicada pela variagédo da variavel independente x. Para as 9 curvas analiticas
utilizadas na quantificacdo dos 11 OH-HPA aqui estudados, todas apresentaram
um coeficiente de determinacéo (R?) superior a 0,99. Isso sugere que a reta € uma
boa representacdo do modelo matemético.

Durante uma analise residual, € comum criar um gréafico conhecido como
"gréfico de residuos versus ajustes”. Esse grafico é construido a partir de um
diagrama de dispersao, com os residuos no eixo vertical (y) e os valores ajustados
(respostas estimadas) no eixo horizontal (x). O objetivo desse grafico é identificar
possiveis padrdes de nao linearidade, heterogeneidade nas variancias dos erros
e valores atipicos que possam estar presentes nos dados analisados.

Para Ford (2015), o grafico QQ, ou grafico de quantis-quantis, € uma
ferramenta gréafica usada para avaliar se um conjunto de dados se ajusta a uma
distribuicao tedrica, como a normal ou exponencial. E uma forma visual de verificar
se os residuos de um modelo estatistico seguem uma distribuicdo esperada.
Embora seja uma avaliacdo subjetiva e ndo uma prova definitiva, o grafico QQ
permite identificar rapidamente desvios do pressuposto e identificar quais pontos
de dados estao contribuindo para esses desvios. Analisando grafico QQ (figura 9),
pode-se considerar que trata-se de uma distribuicdo normal.

Um grafico de escala e localizacdo é um tipo de grafico que exibe os

valores ajustados de um modelo de regressao ao longo do eixo x e a raiz quadrada
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dos residuos padronizados ao longo do eixo y. Se a linha vermelha é horizontal
no grafico. Se for, isso indica que o pressuposto de homocedasticidade é
provavelmente atendido para o modelo de regressdo em questdo. Isso significa
que a dispersdo dos residuos é aproximadamente a mesma em todos os valores
ajustados (Zack, 2015).

Ademais, para Singer (2011) se ndo ha um padrao claro nos residuos. Em
outras palavras, os residuos devem ser dispersos aleatoriamente ao redor da linha
vermelha, com uma variabilidade aproximadamente igual em todos os valores
ajustados.

A figura 9, traz o gréfico da curva analitica bem como gréficos auxiliares
além dos dados da regresséao linear para o metabdlito 1-OH-Nap. As mesmas

informagdes para os demais metabdlitos encontram-se no Apéndice
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6.1.2.
Limite de deteccao (LD) e limite de quantificacéo (LQ)

Os limites de deteccdo apresentados na Tabela 4, foram calculados a partir das
menores concentragdes significativamente diferentes do branco, que apresentaram uma
razdo sinal/ruido maior que 3. J& o limite de quantificacao foi estabelecido como sendo a

menor concentracdo na curva de calibracao

Tabela 4- Limite de deteccao de limite de quantificacdo dos metabdlitos analisados

Composto LD Lo
(ngmLY) (ngmL?)
1-OH-naftaleno 0,025 0,50
2-OH-naftaleno 0,025 0,50
2-OH-fluoreno 0,075 5,00

1-OH-fenantreno 0,025 0,50
349-OH-fenantreno 0,025 0,50
4-0OH-fenantreno 0,025 0,10

1-OH-pireno-d9 0,025 0,50
1-OH-pireno 0,075 0,50
3-OH-criseno-d11 0,025 0,50
6-OH-criseno 0,025 0,10
3+9-OH-

. 0,025 0,50
benzo(a)pireno

6.1.3.
Precisdo (Repetibilidade)

O estudo da repetibilidade foi realizado em 8 réplicas como mostra os dados da tabela
5. O critério de aceitacdo estabelecido para o coeficiente de variacdo (CV), seguindo as
recomendacdes do INMETRO (2020), é de até 20 %.
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Tabela 5 -Resultados de repetibilidade

DP
ng ng ng ng ng ng ng ng - .
mL1 mL? mL-1 mL-1 mL-1 mL-1 mL1 mL-1 Média n,?E’l CV(%)

1-OH-Nap 1054 95,9 78,8 79,8 86,4 81,2 86,0 79,4 86,6 9,5 10,9
2-OH-Nap 1144 99,9 84,0 79,9 85,3 78,4 84,1 87,1 89,1 12,1 13,6
2-OH-Flu 121,5 107,4 93,8 90,9 103,7 96,6 102,4 117,7 104,2 11,0 10,5
1-OH-Phe 1199 979 113,8 112,4 1147 109,0 112,2 112,7 1116 6,3 57
3+9-OH-Phe 959 1050 104,6 103,0 1050 103,3 106,8 98,4 102,7 3,7 3,6
4-OH-Phe 1180 102,7 1035 1034 106,4 104,8 107,7 101,0 1059 53 50
1-OH-Pyr 112,9 100,1 93,5 99,1 99,9 101,6 103,8 96,7 101,0 57 57
6-OH-Chr 1189 993 96,1 97,8 108,8 108,5 105,9 96,5 104,0 8,0 7,7
3+9-OH-BaP 1315 98,7 94,8 95,4 108,4 108,3 104,7 98,7 1051 119 11,4

6.1.4.
Recuperacéo

Para avaliar a perda durante todo processamento das amostras, um padréo surrogado
foi utilizado. Obteve-se uma recuperacdo média de (78 £+ 42)%. O EPA 8270E recomenda
recuperacoes entre 40 e 120 %, critério também atendido no presente estudo. Considerando
0s parametros descritos acima, o método analitico foi considerado valido para a matriz em

questéao.

6.2.
Aplicacdo do método cromatogréfico

6.2.1.
Analise comparativa entre métodos de extracéo

Para a andlise de metabdlitos de HPA em urina humana realizou-se dois tipos de
extracdes com a finalidade de comparar os ensaios. Para a as mesmas amostras, realizou-se
extragcdo em fase solida na PUC-Rio (SPE-PUC), extragéo liquido-liquido no CENPES (LLE —
CENPES) e extracdo em fase sélida no CENPES (SPE-CENPES) , utilizando cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas tandem para identificar e quantificar os
metabdlitos. Para este estudo comparativo, 0s resultados das concentragfes foram
expressos em ng g*. Foram analisadas 18 amostras para extracédo em fase sélida e 17 para

extracao liquido-liquido.
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E importante destacar que os experimentos foram conduzidos com as mesmas
amostras em todos os trés casos, com variacdo nos métodos de extracao e nos locais em que
foram realizados. Ap6s aplicar o teste de normalidade de Shapiro-Wilk nos dados, verificou-

se uma a distribuicdo ndo paramétrica, uma vez que o valor de p foi inferior a 0,05.

Todos os 11 metabdlitos foram analisados: 1-OH-Nap: 1-Hidroxi-naftaleno; 2-OH-Nap:
2-Hidroxi-Naftaleno; 2-OH-Flu: 2-Hidroxi-Fluoreno; 1-OH-Phe: 1-Hidroxi-Fenantreno; 3-OH-
Phe: 3-Hidroxi-Fenantreno; 4-OH-Phe: 4-Hidroxi-Fenantreno; 9-OH-Phe: 9-Hidroxi-
Fenantreno; 1-OH-Pyr: 1-Hidroxi-Pireno; 6-OH-Chr: 6-Hidroxi-Criseno; 3-OH-BaP: 3-Hidroxi-
Benzo(a)Pireno; 9-OH-BaP: 9-Hidroxi-Benzo(a)Pireno. Omo j& supracitado os compostos 3-
OH-Phe e 9-OH-Phe ndo conseguiram ser quantificados separadamente bem como o 3-OH-
BaP e 9-OH-BaP.

Dentre os metabdlitos quantificados, o 1-OH-Nap; 2-OH-Nap; 3/9-OH-Phe e 6-OH-Chr
apareceram nos trés tipos de extragdo. Na SPE sem purificacdo, o 1-OH-Nap obteve a maior
mediana em relagdo aos demais. Enquanto a SPE com purificacdo ndo obteve mediana, de
concentracdo mensurada, pois em 56% das amostras a concentracdo ficou abaixo do LQ.
Para o 2-OH-Nap a SPE-CENPES também alcangou a maior mediana dentre os trés. Ja para
3/9-OH-Phe e 6-OH-Chr, SPE-PUC obteve a maior mediana e o 6-OH-Chr teve a menor

porcentagem de concentracdes abaixo do limite de deteccdo em relagdo aos demais.

Comparando-se as medianas aliadas as demais informagdes contidas na tabela 6, foi
possivel construir graficos comparativos em boxplot para as extracdes. A extragdo sem
purificacdo demonstra maior disperséo de dados para o 2-OH-Nap. O 1-OH-Nap teve melhor
distribuicdo, mas possui outliers mais acentuados e, como ja mencionado acima, mais da
metade dos dados ndo possui distribuicdo visto que ficaram abaixo do LQ. Ja o 3/9-OH-Phe
a SPE-PUC obteve maior eficacia. A figura 10 traz os graficos em boxplot e a tabela 8 os

resultados de cada método.
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Tabela 6 - Estatistica descritiva dos trés métodos

LLE — CENPES
n média sd min 1q Mediana 3q max (%) <LQ
1-OH-Nap 17  1,6295 2,5244 <LQ 0,0428 0,2418 2,3584 7,8957 24
2-OH-Nap 17 1,1504 1,1532 <LQ 0,2672 0,8967 1,6937 3,4181 18
2-OH-Flu 17 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 100
1-OH-Phe 17 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 100
3,9-OH-Phe 17 0,1416 0,1087 0,0262 0,0710 0,1057 0,1889 0,4313 0
4-OH-Phe 17 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 100
1-OH-Pyr 17 0,0335 0,0860 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,3294 82
6-OH-Chr 17 0,0041 0,0090 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,0236 82
3,9-OH-BaP 17 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 100
SPE - CENPES
n média sd min 1q Mediana 3q max (%) <LQ
1-OH-Nap 18 2,2248 12,3843 <LQ 0,2243 1,3772 3,4034 7,7688 28
2-OH-Nap 18 3,3069 3,6443 <LQ 0,8791 2,7448 3,9656 15,0720 6
2-OH-Flu 18 0,2316 0,8452 <LQ <LQ <LQ <LQ 3,5710 89
1-OH-Phe 18  <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 100
3,9-OH-Phe 18 10,4945 0,7480 <LQ 0,1541 0,2730 0,4098  3,2624 6
4-OH-Phe 18 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 100
1-OH-Pyr 18 10,0566 0,1757 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,7280 83
6-OH-Chr 18 0,0063 0,0185 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,0641 89
3,9-OH-BaP 18  <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 100
SPE-PUC
n média sd min 1q Mediana 3q max (%) <LQ
1-OH-Nap 18 3,2646 7,8164 <LQ <LQ <LQ 1,0578 24,9220 56
2-OH-Nap 18 12,9598 3,4231 <LQ <LQ 1,7324 4,8997 10,4963 33
2-OH-Flu 18 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 100
1-OH-Phe 18 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 100
3,9-OH-Phe 18 11,3541 11,2476 <LQ 0,6408 1,0114 1,5564 4,7656 6
4-OH-Phe 18 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 100
1-OH-Pyr 18 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 100
6-OH-Chr 18 10,1344 0,0969 <LQ 0,0298 0,1581 0,1888  0,3392 28
3,9-OH-BaP 18 <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ 100
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Para avaliar a semelhanca entre os dados obtidos a partir da SPE-PUC, SPE-CENPES
e LLE-CENPES, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney pareado, comparando
LLE-CENPES X SPE-PUC; SPE-CENPES X SPE-PUC; SPE-CENPES X LLE-CENPES.

Na coluna SPE-CENPES X SPE-PUC, observa-se que a diferenca entre as medianas
do 3,9-OH-Phe e do 6-OH-Chr sé@o estatisticamente significativas rejeitando a hipotese nula.
Em teoria ndo deveria haver diferenca visto que as amostras sdo as mesmas. Entretanto, as
diferencas entre as extracfes em fase solida realizadas na PUC e no CENPES, demonstram
ter contribuido para algumas diferencas nos resultados. No CENPES, a massa de urina
utilizada foi maior além de néo ter realizado a etapa de purificacdo. Diferencas também foram
encontradas nas extra¢oes liquido-liquido visto que s&o métodos distintos. Cabe ressaltar que
o teste foi realizado com amostras reais, de concentragdo proxima ao limite de detecgéo do
método. Provavelmente se o estudo fosse realizado com amostras fortificadas em outro nivel
de concentracao os resultados néo indicariam diferenca, principalmente entre o SPE realizado
no CENPES e na PUC-Rio.

Observando a tabela 7, verifica-se que para o 6-OH-Chr, a SPE-PUC obteve uma
eficiéncia melhor em relacdo a SPE-CENPES, onde 89% das amostras ficaram abaixo do
limite de deteccdo. Dessa forma, essa diferenca constatada pelo teste de Mann-Whitney

pareada é explicada. O mesmo acontece com o 3,9-OH-Phe.

Tabela 7- Resultados do teste de Mann-Whitney pareado

LLE — CENPES X SPE-PUC  SPE - CENPES X SPE - PUC SPE-CENPES X LLE — CENPES

1-OH-Nap 0,6247 0,1842 0,3152
2-OH-Nap 0,0287 0,57 0,00294
2-OH-Flu - 0,371 1
1-OH-Phe - - -

3,9-OH-Phe 7,629x10° 0,004 0,015
4-OH-Phe - - ;
1-OH-Pyr 0,1814 0,1814 0,5839
6-OH-Chr 0,001332 0,001662 0,7874

3,9-OH-BaP - -

Analisando os dados estatisticos descritivos para as trés extracdes, € possivel
observar das extrag6es em fase sdlida, a SPE-PUC foi mais eficiente em extrair o metabdlito
6-OH-Chr, enquanto a extracdo realizada no CENPES conseguiu mediana melhores nos

metabdlitos de naftaleno bem como uma porcentagem menor de amostras abaixo do LQ. As
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extracBes liquido-liquido feitas no CENPES apresentou maior mediana para a concentracao

de 3,9-OH-Phe

6.2.2.

Avaliacao da comunidade Pesqueira de Canavieiras

Todas as amostras (44) de urina provenientes de uma comunidade pesqueira

localizada em Canavieiras na Bahia foram analisas com a finalidade de identificar e quantificar

metabolitos de HPA. Os resultados das andlises tanto em ng mL? como por ng g* sdo

apresentados nas tabelas 8 e 9 respectivamente.

Tabela 8 - Resultados metabdlitos de HPA em urina humana (ng mL™1)

1-OH-

Nap 2-OH-Nap 2-OH-Flu 1-OH-Phe 3,9-OH-Phe 4-OH-Phe 1-OH-Pyr 6-OH-Chr 3,9-OH-BaP
N 44 44 44 44 44 44 44 44 44
Média 3,5 2,7 59 <LQ 1,2 <LQ <LQ 0,22 <LQ
Dp 9,0 4.8 39 <LQ 1,3 <LQ <LQ 0,17 <LQ
Min <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Q1 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,12 <LQ <LQ 0,14 <LQ
Mediana <LQ 0,51 <LQ <LQ 0,74 <LQ <LQ 0,17 <LQ
Q3 1,1 3,4 <LQ <LQ 2,0 <LQ <LQ 0,22 <LQ
Max 44 21 261 <LQ 54 <LQ <LQ 0,76 <LQ
Percen-
tual de 64 48 98 100 23 100 100 2,3 100
Zero
Tabela 9 - Resultados metabdlitos de HPA em urina humana (ng g%)
l;\f;';_ 2-OH-Nap 2-OH-Flu 1-OH-Phe 3,9-OH-Phe 4-OH-Phe 1-OH-Pyr 6-OH-Chr 3,9-OH-BaP
N 44 44 44 44 44 44 44 44 44
Média 34 2,7 6,1 <LQ 1,2 <LQ <LQ 0,22 <LQ
Dp 8,7 4,7 40 <LQ 1,3 <LQ <LQ 0,17 <LQ
Min <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ <LQ
Q1 <LQ <LQ <LQ <LQ 0,12 <LQ <LQ 0,13 <LQ
Mediana <LQ 0,50 <LQ <LQ 0,74 <LQ <LQ 0,17 <LQ
Q3 1,1 34 <LQ <LQ 1,9 <LQ <LQ 0,21 <LQ
Max 43 21 266 <LQ 52 <LQ <LQ 0,75 <LQ
Percen-
tual de 64 48 98 100 23 100 100 2,3 100

zero
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E possivel observar que para alguns compostos, como o 1-OH-Nap e o 2-OH-Nap,
foram obtidas médias e desvios padréo significativos, enquanto para outros, como o 1-OH-
Pyr e 0 3,9-OH-BaP, a quantidade encontrada foi menor do que o limite de quantificacéo (LQ)
do método utilizado. E interessante notar que para alguns compostos, como o 4-OH-Phe, a

média ndo pbde ser calculada porque a concentracdo em algumas amostras foi menor do que

o LQ.

O 2-OH-Flu apresentou a maior média entre os compostos analisados, com 5,9 ng mL"
! entretanto, vale ressaltar que 98%, ou seja, em 43 amostras as concentracdes ficaram
abaixo do LQ para este metabdlito. Além disso, analisando o valor maximo encontrado na
tabela 8 aliado ao gréafico na imagem 11, nota-se que trata-se de um outlier responséavel por
aumentar a média que é mais sensivel a valores extremos. Isto ocorre porque os dados ndo

possuem distribuicdo normal. Dessa forma, a média ndo representa a populagéo.

Ao analisar os valores minimos e maximos, juntamente com as medianas, é possivel
obter uma visdo mais completa da distribuicdo dos dados. Os valores minimos representam
0S menores numeros encontrados para cada metabdlito, enquanto os valores maximos
indicam os maiores valores observados. Comparando-os com as medianas, podemos ter uma

ideia da disperséo dos dados em torno desses pontos centrais.

Ao analisar as medianas dos metabdlitos 1-OH-Nap, 2-OH-Flu, 1-OH-Phe, 4-OH-Phe,
1-OH-Pyr e 3,9-OH-BaP, percebe-se que seus valores sdo inferiores ao LQ. Essa constatacao
indica que a maioria dos valores encontrados esta abaixo desse limite. Essa tendéncia é
reforcada ao verificar o percentual de zero para os mesmos metabdlitos, revelando que, com

excecdo do 1-OH-Nap que possui 64%, todos os demais tém 100% dos valores abaixo do LQ.

Os metabdlitos 2-OH-Nap, 3,9-OH-Phe e tiveram medianas de 0,50 e 0,74
respectivamente. Avaliando os valores minimos e maximos para estes metabdlitos, nota-se
que em todos o0s casos o0s valores minimos ficaram abaixo de LQ. Os valores maximos foram
21; 5,2. Essa diferenga indica uma dispersao consideravel dos dados em torno da mediana,
sugerindo a presenca de valores mais elevados no conjunto de dados. Ja o 6-OH-Chr obteve
um valor minimo abaixo do LQ, a mediana de 0,17 e valor maximo de 0,75 A discrepancia
entre esses valores indica uma menor dispersdo dos dados em relagdo a mediana em
comparagao com 0s outros metabdlitos discutidos anteriormente. Isso pode sugerir uma maior

consisténcia nas concentracdes encontradas para esse metabdlito
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A Figura 11 apresenta um gréafico boxplot que mostra as concentracfes encontradas,
sendo uma representacao visual dos dados da Tabela 8. O grafico da esquerda ndo leva em
consideracédo valores discrepantes (outliers), enquanto o gréfico da direita considera esses
valores. E possivel observar que, para os metabolitos quantificados, os valores minimos estio
abaixo do LQ. A linha dentro da caixa representa a mediana, que divide o conjunto em duas
partes: 50% dos valores séo iguais ou inferiores a ela, enquanto os outros 50% s&o iguais ou

superiores.

Quando analisamos o 6-OH-Chr em relagdo aos demais metabalitos, € perceptivel que
sua visualizagdo ficou menor devido as baixas concentra¢cdes encontradas. Essa menor
variagdo nos valores sugere que as concentracfes desse metabdlito sdo mais uniformes em
relag@o aos outros. Comparando os graficos da esquerda e da direita, € possivel notar que a
consideracdo de outliers pode influenciar na amplitude da dispersdo dos dados, afetando as

informagdes sobre a variabilidade das concentragdes.
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Figura 11- :Boxplot das concentra¢des dos metabdlitos de HPA em urina humana

Outra forma de visualizar os resultados é por meio do grafico de histograma, que
relaciona o numero de observacdes pela concentragdo encontrada. Dentre 0s onze
metabdlitos investigados foi possivel quantificar apenas quatro: 1-OH-Nap; 2-OH-Nap; 3/9-
OH-Phe (coeluiram) e 6-OH-Chr.

Observando os gréficos figura 12, verifica-se que o 2-OH-Flu teve 43 amostras com

valores abaixo do limite de quantificacdo. Apenas uma amostra apresentou este metabalito
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numa concentracdo bem discrepante em relacao as demais. Os metabdlitos os compostos 1-
OH-Phe, 4-OH-Phe, 1-OH-Pyr e 3/9-OH-BaP apresentaram Limites de Quantificacdo (LQ) de
0,50, 0,10, 0,50 e 0,50, respectivamente. Ao analisar o grafico de concentracdes no eixo x e
0 numero de observacgdes no eixo y, podemos observar que todas as amostras apresentaram

concentragdes inferiores aos respectivos LQs, em 100% dos casos.
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Figura 12--Histogramas do nimero de observagdes pela concentragdo encontrada

Para efetuar a comparacdo dos resultados obtidos neste estudo foi realizado um
levantamento bibliografico de artigos selecionados cuja andlise instrumental baseou-se em
HPLC-MS/MS e extracdo em fase sélida. Os limites de deteccdo e quantificagdo para os
mesmos metabdlitos estabelecidos neste trabalho também foram comparados (Tabela 11).
Seis trabalhos, foram selecionados: (Huang et al., 2022; Ramsauer et al., 2011; Nguyen et al.,
2022; Raponi, et. al 2016; Fernandez et al., 2021; Onyemauwa et al., 2009).
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Resultados obtidos por Huang et al. (2022) e Nguyen et al, (2022), Raponi, et. al
(2016), demonstram que o habito de fumar dos participantes e 0 excesso de veiculos em
areas urbanas, séo fatores determinantes para a predominancia de metabdlitos de naftaleno.
Ramsauer et al., (2011) aponta que mulheres que consumiam mais 6leos e gorduras tinham
niveis de OH-NAPs mais elevados na urina, e que os niveis de OH-NAPs e 1-OH-PYR
estavam positivamente relacionados com o consumo de peixe defumado. Os trabalhos citados
anteriormente e apresentados na Tabela 10 levam em consideracdo alguns dos seguintes
aspectos referentes aos participantes: idade, género, peso, habitos de fumo, regido onde
reside, consumo de alcool e ocupagéo, uma vez que séo fatores que influenciam a exposicéo

humana aos HPA.

Como mencionado no item 4.4, os participantes desta pesquisa ndo fumam e sdo
provenientes de uma comunidade pesqueira 0 que pode indicar uma menor incidéncia de
trafego urbano. Entretanto, os moradores possuem o habito de utilizarem fogbes a lenha para

cozinhar no dia a dia.

O estudo de Huang et al. (2022) registrou concentracbes mais elevadas dos
metabdlitos 1-OH-Nap e 2-OH-Nap em comparagdo com o presente trabalho. Essa diferenca
foi atribuida a presenca de participantes que fumavam, além do impacto adicional do trafego
veicular. Ja o estudo de Ramsauer et al. (2011) apresentou resultados que incluiram tanto
participantes fumantes quanto ndo fumantes (Anexo l). Os valores apresentados na tabela 10

referem-se especificamente aos participantes ndo fumantes.

E interessante observar que os metabdlitos de naftaleno também apresentaram
concentracdes mais elevadas, mesmo entre os participantes ndo fumantes comparando-se
com os demais metabdlitos. No entanto, as concentragfes foram significativamente maiores
nos participantes fumantes, alcancando 4,26 ng mL* para o 1-OH-Nap e 8,47 ng mL* para o
2-OH-Nap. Comparando esses valores com as concentragdes de ndo fumantes relatadas por
Ramsauer et al. (2011) e com os resultados deste trabalho, é possivel concluir que ha uma

baixa concentracdo desses metabdlitos entre os moradores da comunidade de Canavieiras.

Os resultados apresentados por Ramsauer et al. (2011) para os fenantrenos,
especificamente para o 4-OH-Phe, mostram que os niveis foram semelhantes tanto nos
fumantes quanto para os ndo fumantes, além de apresentarem a concentracdo mais baixa
entre todos os OH-PAH medidos. Para este trabalho o 3,9-OH-Phe apresentou uma
concentracdo maior o que pode ser advinda tanto do contato do éleo cru como por exposi¢do

durante o preparo de alimento em forno a lenha.
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Raponi et al. (2016) também obteve resultados semelhantes aos encontrados neste
estudo. Em sua pesquisa, eles investigaram os efeitos do tabagismo em trés grupos distintos:
fumantes, ex-fumantes e ndo fumantes. Os resultados revelaram que o tabagismo foi um fator
determinante nas concentracdes mais elevadas dos metabdlitos 1-OH-Nap, 2-OH-Nap e 1-

OH-Pyr, como indicado na tabela presente no Anexo |l

Ao compararmos os resultados especificos dos participantes ndo fumantes (tabela 10),
observamos que o presente estudo apresentou uma concentracdo mais elevada para o
metabdlito 1-OH-Nap, enquanto Raponi et al. (2016) encontrou um valor superior para o
metabolito 2-OH-Nap.

Apesar dos valores encontrados neste trabalho estarem alinhados com os da literatura,
no que se refere a qual metabalito foi encontrado em maior concentracéo, uma diferenga fica
evidente: neste trabalho o 6-OH-Chr obteve uma frequéncia de deteccdo (FD) de 98%
enguanto no Unico trabalho em que é possivel comparar, Huang et al. (2022), a FD foi de
47%. E interessante visto que esse metabdlito é considerado de alta massa molecular, sua
rota de excrecdo geralmente ocorre por meio das fezes (Ramesh et al., 2004). O que pode
ser justificado uma vez que os moradores da regido utilizam fogao a lenha para cozinhar e o
6 -OH-Chr é um metabdlito de alto peso molecular sendo o seu precursor, o criseno, mais
abundante na combustéo incompleta da matéria organica do que em fontes petrogénicas. Isto

aponta sobreposi¢éo de exposi¢do ao Oleo proveniente do derrame.



Tabela 10 - Concentrac8es reportadas nestes e em outros trabalhos
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Referéncia Concentracido de OH-HPA (ng mL™)
1-OH-Nap 2-OH-Nap 2-OH-Flu 1-OH-Phe 3+9-OH-Phe 4-OH-Phe 1-OH-Pyr 6-OH-Chr 3+9-OH-BaP Extracéo
Este trabalho? 3,5 2,7 59 <LQ 1,2 <LQ <LQ 0,22 <LQ SPE
(H“gggzﬁﬁ al., 4.67 9.19 1.39 0.27 0.70 0.39 0.53 0.31 0.16 SPE
(Ramsauer et 0.42 2.15 0.212 0.187 0.073 0.033 0.0639 - - SPE
al., 2011)
(Nguyen et al.,
2022)b 0.769 3.78 0.318 0.205 0.180 0.032 0,484 - - SPE
Raponi, F. et. al
(2016)° 1.058 6.14 - - - - 0.12 - 0.009 SPE
(F. Fernandez 0.8 )
et al 2021 7.1 7.1 0.14 0,09/0,08 0,04 0.12 N/D SPE
(Onyemauwa et 2.18 3.08 0.60 0.07 0.985 N/D N/D N/D N/D SPE
al., 2009)
a Concentracdo média; b Média geométrica. N/D- ndo detectado
Tabela 11 - limites de detecc¢do reportados em outros trabalhos
Referéncia Limites de Detecgéo (ng mL™?)
1-OH-Nap ~ 2-OH-Nap  2-OH-Flu 1-OH-Phe 3-OH-Phe  4-OH-Phe  9-OH-Phe 1-OH-Pyr 3-OH-BaP 6-OH-Chr
Este trabalho 0,025 0,025 0,075 0,025 0,025 0,025 0,025 0,075 0,025 0,025
S. Huang et. Al 0,05 0,01 0,003 0,011 0,005 0,007 0,011 0,002 0,002 0,006
B.Ramsaueret 3 0,01 0,02 0,01 0,002 0,001 0,01 0,007 - -
al. (2011)
K. Nguyen et 0,018 0,013 0,00764 0,020 0,011 0,012 - 0,018 - -
al. (2022)
Raponi, F- €. 53066 0,020 - - - - - 0,00079 0,00013 -

al (2016)
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7.
Conclusdes e perspectivas futuras

Neste trabalho, foi possivel identificar e quantificar quatro metabdlitos de
HPA em urina humana de voluntadrios de uma comunidade pesqueira em
Canavieras na Bahia atingida pelo derrame de 6leo em 2019. Os metabdlitos
foram identificados e quantificados para fim de andlise das concentracdes em

virtude da possibilidade de efeitos toxicolégicos sobre os voluntarios.

A metodologia analitica implementada neste trabalho com a determinacao
simultdnea de quatro HPA através de cromatografia liqguida acoplada a
espectrometria de massas em tandem (HPLC-MS/MS) forneceu informacao

analitica confiavel para a identificacao e quantificacdo destes compostos.

Comparando os resultados obtidos neste trabalho com outros da literatura
€ possivel averiguar que os participantes da comunidade de Canavieiras nao

apresentam valores de concentragfes altas de metabdlitos de HPA.

Considerando os maleficios que HPA podem causar ndo somente a saude
humana como ao ambiente, este trabalho refor¢a a importancia de continuar os
estudos neste escopo. Os dados deste trabalho servirdo como base para estudos
futuros para que tenha-se uma maior compreensao sobre o impacto do derrame

de 6leo cru acontecido em 2019 que afetou o nordeste Brasileiro.
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Anexo | — Niveis de excrecdo de metabdlitos de HPA reportados por

Ramsauer et al. (2011)

Non-smokers

Smokers

N
Age (years)
Gender (% malcs/females)

24-h urine volume (mL/24 h)

Cigarcttes/d
1-OH-Nap

2-OH-Nap

2-OH-Flu

1-/9-OH-Phe

2-OH-Phe

3-OH-Phe

4-OH-Phe

1-OH-Pyr

(ng/mL)
(ug/24 h)
(ng/mL)
(1g/24 h)
(ng/mL)
(1g/24 h)
(ng/mL)
(1g/24 h)
(ng/mL)
(ug/24 h)
(ng/mL)
(ug/24 h)
(ng/mL)
(ug/24 h)
(ng/mL)
(ug/24 h)

50

46.1+15.8, 42 (22-77)

48/52

1923+1184, 1715.5 (559-7404)

0.42+0.45, 0.26 (0.08 2.75)
0.71+0.80, 0.43 (0.08-5.28)
2.15+2.58, 1335 (0.25 12.84)
3.32+3.65, 2.12 (0.51-20.63)
0.212+0.128, 0.18 (0.06-0.63)
0.344+0.179, 0.30 (0.09-0.89)
0.1877+0.1828, 0.1495 (0.030-1.195)
0.2759+0.1371, 0.2596 (0.059-0.828)
0.0495+0.0361, 0.0425 (0.013-0.210)
0.0765+0.0325, 0.0736 (0.022-0.171)
0.0731+0.0670,0.058 (0.015-0.445)
0.1115+0.0534, 0.107 (0.030-0.261)
0.0327+0.0330, 0.021 (0.001-0.172)
0.0527+0.0496, 0.035 (0.002-0.211)
0.0639+0.0588, 0.0505 (0.017-0.380)
0.1016+0.0781, 0.0870 (0.021-0.520)

100
37.8+11.5%%% 35 (22 68)

48/52

1956+1015, 1748 (412-5853)

17.546.0, 17 (5-32), (N=99)
4.2642.55%%% 3.5] (0.48 15.48)
7.02+4.10%*%, 6.56 (0.7423.27)
8.47+£5.25%*% 6.84 (1.57 26.19)
13.92+7.46%** 12.73 (3.33-40.18)
1.555+1.044%%% 1233 (0.275.68)
2.527+1.358%*% 2,490 (0.48 6.86)
0.3330+0.1846%**, 0.296 (0.072-1.192)
0.5609+0.2534%+%_0.554 (0.0741.333)
0.0681+0.0402%*, 0.0585 (0.014-0.295)
0.1154+0.0588%%%_0.1105 (0.016 0.342)
0.1267+0.0679%**, 0.112 (0.029-0.427)
0.2136+0.10125%%_0.204 (0.0470.638)
0.0329+0.0212, 0.028 (0.008-0.131)
0.0548+0.0257, 0.0539 (0.003-0.131)
0.1602+0.0919%**_0.1455 (0.032-0.584)
0.2692+0.1379%**, (0.2525 (0.047-0.642)

Statistically significant difference between smokers and non-smokers: **p<<0.01, *¥**p<0.001
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Anexo Il — Niveis de excrecdo de metabdlitos de HPA reportados por Raponi

et al. (2016)
Todos os participantes n=200

nmol/L 1-OH-NAP 2-OH-NAP 1-OHPYR 6-OH-NPY 3-OH-BaP
Média(dp)  10.34(20.14) 29.20 (48.31) 0.43(0.49) 0.06 (0.10)  0.03 (0.05)
Mediana 2.27 15.52 0.28 0.04 0.01
Min-Max  <LOQ-148.9 <LOQ-491.08 <LOQ-4.95 <LOQ-0.91 <LOQ-0.39

Fumantes n=39

nmol/L 1-OH-NAP 2-OH-NAP 1-OHPYR 6-OH-NPY 3-OH-BaP
Média(dp) 31.92(29.98) 60.04 (58.24) 0.71(0.55) 0.05(0.07)  0.04 (0.07)
Mediana 23.62 48.67 0.56 0.06 0.01
Min-Max 1.62-148.9 5.54-278.83 0.15-2.53 <LOQ-0.37 <LOQ-0.39

N&o-fumantes n=97

nmol/L 1-OH-NAP 2-OH-NAP 1-OHPYR 6-OH-NPY 3-OH-BaP
Média(dp)  3.37(5.17)  19.58 (21.34) 0.39(0.55) 0.07 (0.11)  0.03 (0.04)
Mediana 1.74 11.35 0.25 0.06 0.01
Min-Max <LOQ-37.29 <LOQ-98.26 0.07-4.95 <LOQ-0.91 <LOQ-0.96

Ex-fumantes n= 64

nmol/L 1-OH-NAP 2-OH-NAP 1-OHPYR 6-OH-NPY 3-OH-BaP
Média(dp)  7.75(18.15) 25(62.31)  0.31(0.25) 0.05(0.09)  0.03 (0.04)
Mediana 2.10 13.38 0.26 0.04 0.01
Min-Max <LOQ-116.53 <LOQ-491.08 <LOQ-1.65 <LOQ-0.67 <LOQ-0.19
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Anexo lll — Niveis de excrecdo de metabdlitos de HPA reportados por

Onyemauwa et al (2009)

Analyte Controls (n=27) Steel workers® (n=>57)
1-OHNAP 218 + 438 7.39 £ 2,51
2-OHNAP 3.08 £ 4.27 712 £ 2.73
2-OHFLU 0.600 + 3.94 411 £ 2.85
1-OHPHE 0.068 £ 5.25 0.397 + 2.84
(2+3)-OHPHE* 0.249 + 2.79 0.980 £ 2.36
4-OHPHE 0.029 + 4.09 0.138 + 3.17
9-OHPHE 0.095 + 4.26 0.437 + 2.87
1-OHPYR 0.104 + 4.81 0.586 + 3.04




Apéndices

Apéndice 1 - Resultados obtidos no Software R para anélise de dados por regressédo para o 2-OH-Nap
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Apéndice 2 - Resultados obtidos no Software R para analise de dados por regressao para o 2-OH-Flu
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Apéndice 3 - Resultados obtidos no Software R para analise de dados por regressao para o 1-OH-Phe
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Apéndice 4 - Resultados obtidos no Software R para analise de dados por regressao para o 3,9-OH-Phe
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Apéndice 5 - Resultados obtidos no Software R para analise de dados por regressao para o 4-OH-Phe
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Apéndice 6 - Resultados obtidos no Software R para analise de dados por regressao para o 1-OH-Pyr
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Apéndice 7 - Resultados obtidos no Software R para andalise de dados por regressao para o 3,9-OH-Phe
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Apéndice 8 - Resultados obtidos no Software R para analise de dados por regressao para o 3-OH-Chr-d11
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Apéndice 9 - Resultados obtidos no Software R para anéalise de dados por regressao para o 3,9-OH-BaP
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