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_Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) sdo compostos
que apresentam um elevado potencial mutagénico e carcinogénico e
tém sido também classificados como desreguladores enddcrinos.

_As &guas superficiais podem ser contaminadas com HAPs através
de descargas de efluentes industriais nao tratados e de &guas residuais
municipais. Os fogos florestais libertam, para a atmosfera, este tipo de
compostos que se podem depositar nas dguas, podendo também ocorrer
a contaminacéo de aguas devido a solubilizagdo da matéria organica
proveniente de solos poluidos. Consequentemente, a formagéo de
HAPs clorados (CI-HAPs) durante o processo de cloragem da agua é
possivel, permanecendo os compostos mais estaveis dissolvidos
nas aguas tratadas. Esta assungdo é também consubstanciada pela
detecdo de CI-HAPs em amostras ambientais como o ar de zonas
urbanas, gases de exaustao de automdveis, residuos de incineragéo
industriais e, mais importante ainda, em aguas tratadas para consumo
humano (1:2),
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Estruturas do BaP, 6-Cl-BaP, Fluo, 3-Cl-Fluo e 1,3-Cl,-Fluo.

_Os objetivos deste trabalho foram sintetizar e caracterizar os principais
derivados clorados do benzo[a]pireno (BaP) e do fluoranteno (Fluo),
desenvolver metodologias analiticas para a sua quantificagio em amostras
de &gua e analisar os seus efeitos genotdxicos em células humanas.

Os derivados clorados foram preparados utilizando um método inovador
que se baseou na utilizagdo de um sistema bifésico de agua/n-hexano
na presenca de hipoclorito de sddio. O derivado 6-cloro-benzo[a]pireno
(6-CI-BaP) foi seletivamente obtido a partir do seu precursor BaP,
enquanto que a partir do Fluo se obteveram dois derivados clorados:
3-cloro-fluoranteno (3-Cl-Fluo) e 1,3-dicloro-fluoranteno (1,3-Cl,-Fluo)

. A formacao dos derivados clorados do BaP e Fluo foi
confirmada em solugdes aquosas tratadas com o agente do cloragem
hipoclorito de sdio, utilizando uma metodologia cromatografica otimizada.

_Os efeitos citotoxicos e genotdxicos dos trés derivados clorados foram
estudados, em comparagéo com os efeitos dos seus precursores BaP
e Fluo, na linha celular humana HepG2, utilizando os ensaios do vermelho
neutro e do cometa, respetivamente.

_Por comparacao dos dados de viabilidade celular, obtidos para as
concentragbes mais baixas testadas (10 e 50 pM), verificou-se que o
BaP é cerca de duas vezes mais citotéxico do que o 6-Cl-BaP.
No entanto, a exposicdo das células a concentracdes mais elevadas
(100 and 125 uM), resultou numa reducéo da viabilidade celular (app.
40%) semelhante para 0s dois compostos (e.g., p = 0,044 e 0,048, para
125 uM de BaP e 6-CI-BaP, respetivamente). Por outro lado, ndo se
observou qualquer efeito citotdxico do Fluo e dos seus derivados clorados
nas condicdes testadas

_Os efeitos genotdxicos dos mesmos compostos e derivados foram
analisados através do ensaio do cometa que permite, de uma forma
rapida e sensivel, quantificar as lesdes induzidas na molécula de
DNA . 0 6-CI-BaP induziu um aumento significativo da
percentagem de DNA na cauda, para as concentragoes de 100 uM e
125 UM (p = 0,012 € 0,017, respetivamente), por comparagdo com o
controlo do solvente . Os resultados obtidos demonstraram
também que, para concentragdes equimolares de 100 e 125 uM, o
composto 6-Cl-BaP induz um nivel significativamente superior de danos
no DNA em relagdo ao BaP (p = 0,041 e 0,038, respetivamente),
sugerindo um potencial genotdxico superior. Em contraste, o Fluo e os
seus derivados clorados ndo mostraram atividade genotdxica na mesma
linha celular.
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Grafico 1:

Viabilidade das células HepG2, apds 24h de exposicéo a varias concentragées de:

(A) BaP (m) ¢ 6-CI-BaP (10); (B) Fluo (#), 3-Cl-Fluo (¢ e 1,3-Cly-Fluo ().
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Resultados expressos como percentagem média da viabilidade celular (+ erro padréo) de 3 experiéncias independentes.
Grafico 2: Danos no DNA apds exposigdo das células HepG2 a:
(A) BaP, 6-Cl-BaP, (B) Fluo, 3-CI-Fluo e 1,3-Cl,-Fluo e avaliados pelo ensaio do cometa.
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0 M corresponde ao controlo do solvente. Os resultados sao expressos como a percentagem média de DNA na cauda (+ erro padrdo) de 3 experiéncias independentes.
(*) Diferencas estatisticamente significativas quando comparadas com o controlo do solvente;
+ Diferencas estatisticamente significativas entre concentragdes equimolares de BaP e de 6-CI-BaP.

_Em concluséo:

1) Os resultados obtidos suportam a possivel ocorréncia de derivados
clorados do BaP e do Fluo em &guas, apds o seu tratamento com
desinfetantes clorados;

2) Os derivados 1,3-Cl,-Fluo e 3-Cl-Fluo ndo se mostraram genotoxicos
em células HepG2, nas condi¢des testadas. No entanto, verificou-se
que o 6-CI-BaP, em concentragdes elevadas, induziu um maior nivel de
danos no DNA do que o seu precursor BaP, em condicdes de
equitoxicidade. Estes resultados sugerem que o 6-Cl-BaP pode ser um
composto ainda mais perigoso que o seu precursor BaP, ja classificado,
pela IARC, como cancerigeno (©).

_A identificacdo de subprodutos de desinfe¢do da &gua formados a
partir de HAPs evidencia a necessidade de desenvolvimento e
implementac&o de novos métodos de tratamento de dguas mais eficazes
e seguros por forma a proteger a saide humana.
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