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Toxicidade dos HPAs

3.1.
Consideracoes Gerais

O primeiro relato de cancer como efeito da exposicao ao piche, ao alcatréao
e a fuligem foi feita pelo cirurgido Sir Percival Pott, em 1775, quando reportou a
alta incidéncia de cancer no 6rgao reprodutor masculino entre limpadores de
chaminés na Gra-Bretanha (Pereira Netto et al., 2000; Bjorseth & Ramdahl, 1985
apud Lima, 2001), embora, somente em 1931, o benzo(a)pireno do carvao tenha
sido isolado e sintetizado (Costa, 2001).

Atualmente, pesquisas da Agéncia Internacional de Estudo do Céancer
(IARC) classificam alguns HPAs como carcinogénicos e/ou mutagénicos e/ou
genotdxicos (Quadro 1).

Compostos carcinogénicos sao aqueles capazes de induzir um carcinoma,
tumor maligno com tendéncia a produzir metastase. Evidéncias sobre a
carcinogenicidade dos HPAs séao indicadas principalmente por estudos de
exposi¢cao ocupacional a misturas de HPAs resultantes de processos como a
producdo de coque, refinamento do petréleo, entre outros (EPA, 2000).

Ja compostos mutagénicos sdo capazes de induzir ou aumentar a
frequéncia de mutacdo no cromossomo de um organismo e compostos
genotéxicos sao aqueles com capacidade de induzir alteragdes no material
genético de organismos a eles expostos.

Uma substancia genotoxica é téxica para o DNA. Ela pode se unir
diretamente a ele ou atuar indiretamente afetando as enzimas ligadas a sua
replicacdo, levando a mutagbes que podem levar ao aparecimento de um
cancer. No entanto, vale ressaltar que substancias genotéxicas nao sao
necessariamente cancerigenas.

Estudos in vitro mostram que o benzo[a]pireno induz danos em células
procaridticas, eucaridticas e células de mamiferos produzindo efeitos
genotdxicos variados, incluindo mutagdes genéticas em células somaticas,

formacao de adutos de DNA, sintese de DNA nao programada, entre outros
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(EPA, 2000). E importante ressaltar que muitos desses compostos, ao serem
metabolizados, podem dar origem a compostos mais tdéxicos do que o original.

Nos Estados Unidos, a Agéncia de Protecdo Ambiental americana (US
EPA) prioriza o monitoramento de 16 HPAs baseado em suas caracteristicas
téxicas, mutagénicas e carcinogénicas: naftaleno, antraceno, pireno, criseno,
fenantreno,  benzo(a)pireno,  dibenzo[a,h]antraceno, benzo[a]antraceno,
benzo[g,h,ilperileno,  acenafteno,  acenaftileno, fluoreno,  fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno, benzo[b]fluoranteno, indeno[1,2,3-cd]pireno.

A exposicao humana (e de outros animais) aos HPAs ocorre por diferentes
vias. As mais importantes sao a inalagéo de ar poluido e a ingestao de alimentos

ou agua contaminada.

Quadro 1. Carcinogenicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de alguns HPAs.

HPA Carcinogenicidade' Genotoxicidade® Mutagenicidade”
Fluoreno I L

Fenantreno I L +

Antraceno N N -

Fluoranteno N L +

Pireno N L +
Benzo(a)antraceno S S +

Criseno L L +
Benzo(e)pireno I L +
Benzo(a)pireno S S +

Perileno I I +
Indeno(1,2,3-cd)pireno S I +
Benzo(g,h,i)perileno I I +
Dibenzo(a,h)antraceno S S +

Coroneno I I +

Fonte: Costa, 2001

S = suficientes; | = insuficientes; L = limitados; N = ndo carcinogénico. Genotoxicidade foi avaliada

através dos testes de deterioracdo do DNA; aberracdo cromossémica e mutagenicidade.
Mutagenicidade (teste de Ames): + (positivo), - (negativo).

3.2
Metabolismo dos HPAs em peixes

Para assegurar sua sobrevivéncia, 0s organismos desenvolveram

mecanismos de defesa para a protecdo de suas células na presenca de
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xenobioticos. Estes envolvem: a absorgéo, a distribuicdo, a biotransformacao e a
excrecao das substancias estranhas.

A absorcdo em peixes ocorre por varias rotas, incluindo a alimentagéo e o
transporte direto através das membranas externas, sendo entdo distribuidos
para as diversas partes do corpo.

A Dbiotransformacédo (metabolizagcdo) geralmente leva a formagcdo de
compostos mais polares, portanto, mais hidrofilicos, consequentemente mais
facilmente excretados do que seu composto original. O 6rgdo mais comumente
envolvido neste processo € o figado. O figado atua na emulsdo de gorduras
através da produgédo da bilis, na metabolizacdo de substancias presentes na
corrente sanguinea e produgdo de varios compostos, como por exemplo,
proteinas. Esta atuagado é devida a sua posi¢ao estratégica e por suas células
(hepatécitos) estarem entre as células mais ricamente perfundidas do organismo
(Livingstone, 1998; van der Oost, 2003).

A biotransformacédo geralmente envolve dois estagios distintos, referidos
como reacgbes da Fase | e da Fase Il (Figura 3). Na Fase |, a biotransformacao
de xenobibticos ocorre através de reacdes de reducao, hidrélise e/ou oxidagao,
sendo responsaveis por introduzir grupos funcionais no xenobiético (Livingstone,
1998). A principal reacéo é a oxidacao, catalisada principalmente pelo citocromo
P-450 monooxigenase, pelas monoamino oxidases (MAQO) e pelas flavinas
monooxigenase (FMO) (Bastos, 2001).

As monooxigenases do citocromo P-450 sdo hemeproteinas associadas a
membranas principalmente do reticulo endoplasmatico. O nome P-450 vem de P
para pigmento e 450 para o comprimento de onda 450 nm, onde a absor¢do de
luz € maxima quando ligados a uma carbonila (CO) (Newman & Unger, 2003).
Na membrana, as isoenzimas estdo associadas ao NADPH citocromo P-450
redutase que transfere elétrons ao conjunto de isoenzimas. Estas substéancias e
a membrana fosfolipidica formam a unidade responséavel pela maior parte das
oxidacoes da Fase | através da reagao (Newman & Unger, 2003):

RH + NADPH + O, + H* — ROH +NADP* +H,O (3)
onde:

RH é um composto organico a ser hidroxilado e NADPH é nicotina-adenina-
dinucleotideo fosfato.
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Lipofilico Hidrofilico

GST: Glutation S-transferases
UGT: Uridina Difosfoglicuronosil transferases
ST: Sulfotransferases

Figura 3. Esquema de biotransformacao de xenobiéticos (adaptado de Bastos, 2001).

Segundo Newman & Unger (2003) as monooxigenases do citocromo P-450
estdo envolvidas no metabolismo de uma grande variedade de xenobibticos e
também no metabolismo de acidos graxos, colesterol e horménios esterdides.
Mudancas bioquimicas associadas a inducao do citocromo P-450 foram usadas
por Varios pesquisadores como biomarcadores na presenca de contaminantes
organicos tais como os HPAs (Eggens et al., 1996; Camus et al., 1998; Barra et
al., 2001; Jewett et al., 2002).

As reacdes de hidrolise sdo catalisadas principalmente pelas epoxido
hidrolases como também pelas peptidases e pelas A-estearases. As redugdes
sdo catalisadas por varias enzimas, dentre elas as carbonil redutases e as
glutation redutases, como também por processos ndo enzimaticos através de
agentes redutores (Bastos, 2001).

A Fase Il freqientemente envolve reagdes de conjugacao na tentativa de
neutralizar o xenobiotico. Estas reagdes de conjugacdo sao catalisadas pelas
glutation S-transferases (GST), uridina difosfoglicuronosil transferases (UGT) e
sulfotransferases (ST).
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Além disso, em multiplas reagdes metabdlicas de transferéncia de elétrons
em células aerdbicas sado formadas espécies reativas de oxigénio (ERO). Estas
espécies reativas também podem resultar do metabolismo de certos
xenobiodticos e causam peroxidacdo de lipidios, alteragdes em proteinas e em
acidos nucléicos, produzindo danos as células. A protecédo contra estas ERO é
feita pelas enzimas superéxido dismutase, catalase, GST, glutation peroxidase
selénio-dependente, aldo-ceto redutase e enzimas de reparo do DNA.

Em geral, o aumento da polaridade da molécula leva a perda do potencial
toxico do composto sendo biotransformado, levando a desintoxicagdo. Porém,
em alguns casos, pode ocorrer a ativacdo metabdlica da molécula e o
xenobiético pode ser convertido em um produto com maior potencial toxico
(bioativacao).

Atualmente, o mecanismo mais aceito para a ativacdo dos HPAs é a
oxidagcdo enzimatica seguida de hidrélise com a formagao de diolepdxidos
(Figura 4). A ligagéo entre os diolepdxidos, resultantes da ativacao metabdlica
destas substancias, e o DNA é favorecida quando diolep6xidos vicinais sao
formados, principalmente nas moléculas néo lineares, que contenham regides de
baia, como o benzo(a)pireno (Figura 5) (Pereira Netto et al., 2000; Bastos, 2001;
Hosned! et al., 2003).
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Figura 4. Mecanismo de ativacdo dos HPAs. (Adaptado de Pereira Netto et al., 2000)
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Figura 5. Representagédo esquematica simplificada do metabolismo do benzo[a]pireno.

3.2.1.
O metabolismo do pireno

37

Como nesta dissertagdo o composto usado como referéncia é o pireno é

importante conhecermos os metabdlitos que sdo gerados na sua biotransforma-

cao. Apesar de nao ser considerado téxico, o pireno € muito usado como

referéncia pela relativa simplicidade da sua biotransformagédo e por sua

abundancia no meio ambiente aquatico.

O principal metabdlito gerado na Fase | é o 1-hidroxipireno ja que, por ser

simétrica, a hidroxilagdo na molécula de pireno se da preferencialmente nos

atomos de carbono C-1, C-3, C-6 e C-8 (Figura 6) sendo o metabdlito obtido em

todos os casos chamado de 1-hidroxipireno (Luthe et al., 2002). Na Fase Il é

formado principalmente o metabdlito pireno-1-glucoronideo (Bains & Kennedy,

2004) e em menor quantidade o pireno-1-sulfato que sao entdo excretados na

bilis dos peixes.
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Figura 6. Estrutura do pireno.

3.3.
A bilis e a formacao de biliverdina

3.3.1.
A bilis

Uma das funcgdes do figado é a formacédo de bilis. A bilis desempenha
papel importante na digestdo e absorgdo de gorduras, ajudando a emulsificar as
grandes moléculas de gordura transformando-as em moléculas menores. Além
disso, a bilis serve como meio de excrecdo de xenobibticos, entre outras
substancias (Guyton & Hall, 2002; Kierszenbaum, 2004).

A eliminacéo biliar de xenobidticos foi pouco estudada durante a primeira
metade do século XX. A partir de 1950, com o aparecimento de uma grande
variedade de substancias quimicas sintéticas, foi reconhecida a importancia da
bilis como via de excrecao destes compostos (Klaassen & Watkins, 1984).

A bilis é secretada pelos hepatécitos, células funcionais metabdlicas do
figado. Esta secregdo é formada por acidos biliares, colesterol e outros
constituintes organicos. Em seguida, a bilis flui pelos canaliculos biliares (Figura
7) até atingir o ducto hepatico e o colédoco, podendo ser liberada diretamente no
duodeno e principalmente desviada para a vesicula biliar (Guyton & Hall, 2002).

Segundo os autores op citem, a bilis inicial recebe uma segunda secrecao
aquosa de ions sodio e bicarbonato a fim de neutralizar o acido proveniente do
estdbmago que desagua no duodeno. Em condigbes normais esta se encontra
concentrada na vesicula biliar por cerca de cinco vezes, podendo chegar a um

maximo de 20 vezes.
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Figura 7. canaliculo bilifero (Kierszenbaum, 2004).

A bilis é formada basicamente de agua (~97%) e sais biliares (1-2%),
quando secretada pelo figado. Na vesicula biliar o conteido de agua diminuiu
para 87% como resultado de sua concentracdo. Sdo encontradas outras
substancias tais como os pigmentos biliares, biliverdina e bilirrubina, substancias
derivadas da degradacao da hemoglobina, além de metabdlitos de xenobibticos.

Quando o peixe se alimenta, o inicio da digestdo na porgao superior do
trato gastrintestinal leva ao esvaziamento da vesicula biliar, sobretudo quando
alimentos gordurosos chegam ao duodeno. Acredita-se que ao esvaziar a
mesma se encha rapidamente de agua, diminuindo a concentracdo de
xenobiéticos presentes (Richardson et al., 2004).

Dessa forma, um peixe que passe maior periodo de tempo sem se
alimentar tera maior quantidade de metabdlitos de HPAs sulfatados e
glicuronidados na vesicula biliar (Beyer et al., 1997; Richardson et al., 2004) e,
consequentemente, maior concentracao de HPAs na bilis, quando comparado a
outro recém alimentado.

As quantidades de biliverdina e de proteina biliar, indicativos de densidade
da bilis, podem ser utilizadas como indicadores da situagao (status) alimentar do
peixe.

3.3.2.
A formacao de biliverdina

A principal fungdo dos eritrocitos (hemécias) consiste em transportar
hemoglobina, esta é responsavel pelo transporte de oxigénio para os tecidos.
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Quando a membrana eritrocitaria dos eritrocitos se torna fragil, as células se
rompem durante sua passagem por algum ponto estreito da circulagao, liberando
a hemoglobina que é quase imediatamente fagocitada por macréfagos do
sistema reticuloendotelial. Isto ocorre em muitas partes do organismo porém,
particularmente pelas células de Kupffer do figado e por macréfagos no baco e
na medula 6ssea, liberando globina e heme (Guyton & Hall, 2002).

O anel heme é oxidado a a-meso-hidroxiheme, que no estado
desprotonado tem caracteristicas de radical livre, reagindo com oxigénio para
produzir verdoheme e carbonila (Figura 8). A verdoheme é entdo, convertida a
biliverdina e ferro livre em uma reacao que requer um NADPH-citocromo P-450-
redutase e O,. A liberagao da biliverdina é uma etapa lenta, mas que pode ser
acelerada na presenca de biliverdina redutase, enzima que converte a biliverdina
em bilirrubina (Montellano, 2000), sendo entao, gradualmente liberada no plasma
pelos macréfagos (Guyton & Hall, 2002).

A biliverdina é responsavel pela pigmentacdo caracteristica de alguns
peixes, anfibios, répteis e insetos e pela coloracdo da casta do ovo de alguns
passaros (Colleran & Heirwegh, 1979).

Em mamiferos os pigmentos biliares ndo parecem ter nenhum papel
funcional claro. Eles aparentemente servem como produtos finais do catabolismo

da heme da hemoglobina, destinados a rapida excrecao.
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Figura 8. Oxidagao do anel heme até a formagéo de biliverdina.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0410380/CA




