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PAHSs (polycyclic aromatic hydrocarbons) have been extensively studied for
years, as they are dangerous due to their carcinogenic potential. The
International Agency for Research on Cancer (IARC) has already cataloged
several of them. However, research indicates that most may be potentially
outdated, and some PAHs classified as non-carcinogenic do indeed present a
worrying level of carcinogenesis. This article aims to present an inexpensive
and highly effective method for cataloging and analyzing PAHs, seeking to
update the IARC database.

Introducao

A International Agency for Research on Cancer
(IARC), agéncia especialista da Organiza¢cdo Mundial da
Satide (OMS) na pesquisa em cancer, foi fundada no dia 20
de maio de 1965, a partir da luta contra o crescimento do
nimero de diagnésticos de cAncer no mundo.' Dados de
2022 mostram que, no Brasil, foram registrados
aproximadamente 627 mil casos, dos quais cerca de 319 mil
ocorreram em homens e quase 308 mil em mulheres. Além
disso, o cincer de pulmio lidera o ranking de mortes por
tipo de cincer, sendo o principal causador de 6bitos em
ambos os sexos. 2

O tabagismo, a exposicdo passiva ao tabaco, o cigarro
¢ a exposicdo a agentes carcinogénicos sdo as principais causas
do cancer de pulmio, que foi responsavel por quase 30 mil
mortes s6 no Brasil em 2020.3 Um dos fatores que contribuem
para o desenvolvimento da doenga, e que pode passar
despercebido, mas tem potencial de ser tdo prejudicial quanto
os outros citados, sdo os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs). Trata-se de uma classe de compositos
aromaticos altamente contaminantes, de lenta degradagdo, que
causam diversos maleficios a satde dos seres vivos, sendo um
dos responsaveis pela carcinogénese, ou seja, do processo de
formacdo de diversos tipos de cancer, como o de pulmao, do
sistema hematopoiético (sistema responsavel primariamente

Os HPAs (hidrocarbonetos policiclicos aromaticos) sdo amplamente estudados
ha anos, pois sdo perigosos pelo seu potencial carcinogénico e a International
Agency for Research on Cancer (IARC) ja catalogou varios deles, porém
pesquisas indicam que a maioria pode estar potencialmente desatualizada,
sendo que alguns HPAs catalogados como no-carcinogénicos apresentam sim
um nivel preocupante de carcinogénese. Este artigo visa apresentar um método
barato e bastante efetivo que pode ser utilizado na catalogagdo e analise dos
HPAs, buscando atualizar a base de dados da IARC.
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pela produgdo continua de células sanguineas no corpo
humano, processo conhecido como hematopoiese), do eséfago,

entre outros.*>¢

A carcinogénese quimica pode ser causada por
diversos fatores, sendo um deles a exposi¢do do ser humano,
ao longo da vida, a diferentes misturas quimicas complexas,
seja em razdo de seu estilo de vida, da dieta adotada ou do meio
em que vive.” Além disso, a IARC ja catalogou, e ainda
cataloga, varias dessas espécies. Os HPAs, em sua maioria, ja
constam nos documentos da agéncia, porém muitos deles
aparecem no Grupo III, que sdo aqueles que ndo documentados
pela sua carcinogenicidade.®

Os HPAs sdo amplamente estudados ha anos devido
ao seu potencial carcinogénico. Ademais, esses compostos
quimicos podem estar presentes em varios lugares, até nos mais
cotidianos. Essas moléculas aparecem na queima do tabaco, do
cigarro, do carvdo, da madeira e na combustio de matéria
organica em geral. Os HPAs tém pouco carater hidrossoluvel,
sendo muito mais lipossolivel. Logo, eles tém grande
facilidade em serem solubilizados em alimentos ricos em
lipidios, como abacate, peixes e carnes com muita gordura,
6leos vegetais, entre outros, podendo haver contaminagio
durante inumeras etapas do plantio, refinagdo ou preparagio
desses alimentos.’
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Estudos indicam que esses compostos podem estar
presentes tanto em 4reas de trabalho, como entre bombeiros
expostos a fumaca da queima de madeira ou matéria orgénica,
quanto na preparacao de alimentos em altas temperaturas,
como em churrascos. Em ambos os casos, a exposi¢do a altas
temperaturas intensifica os riscos a saude.®’

Por isso, visto a periculosidade desses compostos ¢ a

possivel desatualizagdo quanto ao seu potencial carcinogénico
na base de dados da IARC, Douglas e colaboradores
desenvolveram um método para analisar e caracterizar o nivel
carcinogénico destes compostos, que combina estatistica
aplicada, orbitais moleculares e teorias quantitativas da
quimica. Os pesquisadores utilizaram os conceitos de orbitais
moleculares HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) e
LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) em conjunto
com um estudo estatistico do tipo multivariado chamado
Analise de Componentes Principais (PCA) e¢ a Relagdo
Quantitativa da Estrutura-Atividade (QSAR). Esta ultima se
baseia na constru¢do de um modelo matematico que relaciona
a atividade bioldgica de diferentes compostos a sua estrutura
quimica.'%!!
Os pesquisadores optaram pela criacdo de um método
de baixo custo capaz de -caracterizar rapidamente os
compostos. o método entrega resultados
confidveis que, posteriormente, podem ser utilizados no
desenvolvimento de politicas de prevengio. !

Além disso,

Metodologia

Os pesquisadores propuseram quatro mecanisSmos
diferentes, representados na Tabela 1, para interpretar mais
claramente a ativagdo metabolica que os HPAs sofrem pelo
citocromo P450. O citocromo P450 ¢ um grupo de enzimas
hemoproteicas presentes nas membranas celulares.
ativagdo permite que os HPAs interajam com o DNA e 0o RNA,
causando danos carcinogénicos. %12

Essa

Um dos HPAs trabalhados foi o Benzo(a)pireno
(B(a)P), encontrado principalmente apds
incompleta de matéria organica.’* O composto ¢ ativado
metabolicamente e depois sofre mais trés reagdes até formar
um novo composto diolepoxido, como mostrado na Figura 1.
O produto formado ¢ denominado Benzo(a)pireno-7,8-diol-
9,10-epoxido (B(a)P-diolepdxido). Esse metabolito se destaca
por apresentar maior potencial carcinogénico em comparagio
a outros derivados do B(a)P. Por isso, sua intera¢gdo com o

a combustio

DNA ¢ mais favorecida durante o processo de ativagdo
metabélica. '

Douglas e colaboradores utilizaram a Teoria da Baia
para explicar essa interacdo favoravel entre o B(a)P-
diolepoxido e o DNA. Segundo essa teoria, a regido de baia de
uma molécula é caracterizada pela deslocalizagdo de elétrons
e pela perda de ressonancia, o que aumenta o carater
eletrofilico da molécula. Isso facilita a interagdo do B(a)P-
diolepoxido com o DNA. Os pesquisadores realizaram uma
coleta de dados experimentais sobre o nivel carcinogénico dos
HPAs, que mostravam que a ativagdo metabolica para a
formacao dos carcindgenos mostrou-se menos efetiva quando
radicais metila foram adicionados a regido de baia,
corroborando experimentalmente a afirmacao anterior de que a
regido de baia interage com facilidade com o material genético
humano.'’

Figura 1. Formag¢do do Benzo(a)pireno-7,8-diol-9,10-
epoxido. Extraido da referéncia 10.
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No estudo conduzido por Douglas e colaboradores,
foi utilizado um modelo que relaciona a Teoria do Orbital
Molecular (TOM) com a Teoria da Ressonancia N&o-
Sincronizada das Ligagdes Covalentes (RVB), proposta por
Linus Pauling; elucidada pelos pesquisadores Marcelo ¢
Pavio.!"!* O modelo utilizado mostra que a interagdo entre o
HPA e o DNA acontece a partir da transferéncia de elétrons do
HOMO, de uma das bases nitrogenadas do DNA, para o
LUMO do HPA carcinogénico, formando, consequentemente,
uma ligacdo covalente entre as espécies. A Figura 2 mostra o
mecanismo dessa interagdo, para o B(a)P-diolepdxido.!°
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Tabela 1. Mecanismos utilizados para interpretar a ativagio
metabolica dos HPAs. Dados extraidos da referéncia 10.

Mecanismo Descrigao

1 Hidroélise com formagao
de diolepoxidos apos

(¢ o mais aceito e utilizado) oxidacio enzimatica

De-hidrogenacao

enzimatica: produz

quinonas que reagem
2 diretamente com o DNA

ou com O, gerando

espécies oxigenadas
reativas que podem atacar

o DNA

Obtengdo de ésteres
benzilicos e eletrofilicos,

3 por meio de varias de
reacdes de substituigdo

Formagao de radicais
4 catidnicos por oxidagao

enzimatica envolvendo
um elétron.

Figura 2. Reacdo entre o B(a)P-diolepoxido e a base
nitrogenada Guanina. Extraido da referéncia 10.
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Conforme ilustrado na Figura 2, nessa reagdo, o
B(a)P-diolepoxido apresenta carater eletrofilico, ou seja,
recebe o par de elétrons do nucleéfilo, que, nesse caso, é a
guanina. Além disso, sabe-se que quanto maior for o carater
eletrofilico do B(a)P-diolepoxido, mais forte sera sua interagao
com o par de elétrons, e, em termos da interagio HOMO-
LUMO, quanto menor a diferenca energia entre os orbitais,
mais efetiva sera a interacdo das espécies. Como dito
anteriormente, o resultado dessa interacdo ¢ uma ligagdo
covalente entre o B(a)P-diolepoxido e a guanina, formando um
aduto (produto tUnico da adigdo direta de duas ou mais
moléculas que diferem entre si, que contém todos os d&tomos de
todos os reagentes iniciais).'% 13

Os pesquisadores utilizaram a Analise de
Componentes Principais (PCA), que, matematicamente
falando, se baseia na fatoragdo na matriz X dos dados coletados
com n pontos (sendo esse 0 HPA) e p parametros. O método
consiste na diagonalizagdo da matriz de covariancia XtX,
sendo Xt a transposta da matriz X. Chamados de pesos, os
autovalores da PCA indicam a contribuigdo de cada eixo
original para os componentes principais. A primeira
componente (PC1) corresponde a maior variancia dos dados, e
a segunda (PC2), ortogonal a primeira, representa a segunda
maior variancia, sucessivamente. Eles também utilizaram a
Relagdo Quantitativa da Estrutura-Atividade (QSAR) na
construcao do modelo matematico. As variaveis, apresentadas
na Equacdo 1, representam os valores previstos da atividade
biologica (Y) e das descritivas  (X), que
correspondem as propriedades fisico-quimicas observadas, em
relagdo aos n compostos, ¢ m sendo o numero de variaveis
descritivas. Por fim, by, by, by, ..., by podem ser encontrados a
partir de uma Regressdo Linear Multipla (RLM) e representam
os coeficientes de ajuste. A equacdo gerada determina modelos
matematicos geralmente lineares e multidimensionais. '

variaveis

?: bo + b1X1 + b2X2 + -+ kak
(1)
comk=0,1,2,3, ...

Os pesquisadores utilizaram a PCA para investigar a
relagdo do nivel carcinogénico dos HPAs, comparando com
espécies ja catalogadas carcindgenas
carcindgenas. Eles utilizaram descritores do tipo coeficiente de
parti¢do logP (uma medida da solubilidade em gordura e agua),
a afinidade eletronica adiabatica, ou eletroafinidade do

como ou nao-

carcindgeno efeitvo (EA) e o gap energético HOMO-LUMO
(AELn). O valor de logP foi determinado a partir da estrutura
dos HPAs originais, enquanto os valores de EA e AEr.y foram
calculados com base nos metabolitos, pois sdo estes que
efetivamente interagem com o material genético.'”

Adicionalmente, no estudo QSAR feito por eles,
considerou-se a area superficial ¢ o volume molecular, em
conjunto com as variaveis citadas anteriormente na PCA, tendo
a toxicidade aguda (DL50) como o parametro a ser previsto. A
selecdo destes
importantes: a entrada na célula (logP), a adaptacdo ao alvo
bioldgico (volume e area) e a reatividade quimica com o DNA
(EA e AELn). A EA indica a facilidade com que o composto

pardmetros visou representar processos
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recebe elétrons, e o AEr.y quantifica a interacéo eletronica do
HPA com a guanina no DNA.!°

O processo computacional para obter os descritores
eletronicos foi feito utilizando célculos semiempiricos AM1
(Austin Modelo 1) por meio do programa MOPAC 2012, e
calculou-se o logP para todos os compostos com a ajuda do
software ALOGPS 2.1 encontrado na plataforma VCCLAB.
Por fim, ACP ¢ QSAR foram feitos no software STATISTICA
8.0.10

Resultados e discussao

De acordo com o descrito por Douglas e
colaboradores, as geometrias moleculares dos compostos
investigados foram refinadas por simulagdes computacionais,
comprimentos das ligacdes
apresentaram uma correspondéncia satisfatoria com os dados

e os atdmicas calculados
experimentais, sugerindo conformagdes de energia minima. Os
compostos foram classificados em trés categorias: HPAs (1 a
18), ndo-carcinogénicos (19 a 23) e carcinogénicos (24 a 28).
Entre os HPAs, alguns ja sdo considerados cancerigenos, como
o benzeno e o benzo[a]pireno, que fazem parte do Grupo I da
IARC, enquanto a maioria restante pertence ao Grupo III, ou
seja, eles ndo tém uma classificacdo conclusiva. Para esses
casos, a modelagem tedrica produzida pelos pesquisadores
auxilia na previsdo do nivel carcinogénico dos compostos.'?

A afinidade eletronica adiabatica (EAadgia) € 0 AErn
dos metabdlitos foram empregados para refinar a PCA,
considerando dois caminhos de ativa¢do metabdlica: a via de
formagdo dos diolepoxidos (para os HPAs com a regido de
baia) ¢ a via de formagdo quinonas (para aqueles HPAs sem
essa regido). Quando havia multiplos metabolitos, foi utilizada
a estrutura mais estavel com base na entalpia de formacdo
(AM1). O logP foi incluido como indicador da capacidade de
transporte dos HPAs para dentro da célula, sendo calculado a
partir das estruturas ndo metabolizadas.!°

Os valores de EAuga obtidos pelos pesquisadores
revelaram que os compostos carcinogénicos exibem maior
carater eletrofilico, facilitando a aceitacdo de elétrons da
guanina no DNA. Isso também foi observado ao comparar
metabolitos HPA originais, sugerindo maior
reatividade dos metabolitos com 0 DNA. O AEL. reforga esse
efeito, indicando que a transferéncia eletronica DNA-
carcindgeno é mais favoravel apos a metabolizagdo.'°

com Os

As Equagdoes 2 e 3 obtidas pela PCA pelos
pesquisadores demonstram que EAagia, AEL-H € logP exercem
forte influéncia na primeira componente principal (PC1), com
destaque para a EAaqia. Na segunda componente (PC2), o logP
apresentou maior peso, ressaltando a relevancia da
hidrofobicidade na disting@o entre os compostos. A PC1 e PC2
explicam, conjuntamente, 96,67% da variancia dos dados,
indicando boa representatividade. Os graficos mostram que
compostos com maiores valores de EAagia € logP se concentram
no lado direito da PC1, e a ACP separou claramente os grupos
de carcindgenos e ndo carcindogenos. A Figura 3 agrupa os
resultados da PCA, mostrando que os grupos sao nitidamente
separados em carcindgenos ¢ ndo-carcindgenos. !

PC1 = 0,936EAyqq — 0,962AE,_, + 0,900logP  (2)

PC2 = 0,297EA,4;q — 0,115AE,_,, — 0,431logP  (3)

Figura 3. Relagéo entre PC1 e PC2, mostrando o
agrupamento dos compostos carcindégenos com os HPAs
(bolinhas pretas). Extraido da referéncia 10.
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Ao realizar a analise de componentes principais, 0s
pesquisadores observaram que as substancias ndo causadoras
de céancer se concentraram a esquerda da PCl, conforme
ilustrado na Figura 3. Essas substancias apresentavam AE;.y
elevados e EAugi. € logP reduzidos, caracteristicas que
contrastavam com as dos compostos cancerigenos, localizados
a direita da PC1, sugerindo maior facilidade em interagir com
o DNA.!°
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Para dar mais detalhes a essa divisdo inicial, os
pesquisadores conduziram mais um estudo QSAR com os
HPAs, a fim de avaliar o quanto eles poderiam causar cancer.
O modelo mais preciso combinou as informacdes de AELu e
do tamanho da molécula, conforme a Equagao 4:

log(DL50)~t = —43,28(+7,24) + 3,80(+0,73)AE,_,
+ 0,046(+0,007)Volume

O grupo submeteu o modelo a testes estatisticos e se
mostrou muito bom ao ser comparado com dados
experimentais (R = 0,950 e R? = 0,903), com pequeno desvio
padrdo (s = 0,384) e confirmagdo de sua relevancia pelo teste
F (teste de Ficher) em um nivel de 95% de confianga (F(2 5)calc
= 27,84/F 2,51ab = 5,79). A analise de regressao linear multipla
feita pelos pesquisadores mostrou que os erros da analise foram
pequenos e sem padrdo, mostrando um bom encaixe, como
mostra a Figura 4.1°

Figura 4. Ajuste linear dos valores experimentais e
calculados. Extraido da referéncia 10.
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Por fim, verificagao cruzada com exclusédo de 1 ponto
(leave-one-out  cross-validation) feita por Douglas e
colaboradores alcangou um valor Q? de 0,816, confirmando
que o modelo consegue prever resultados. Dessa forma, ele €
util para antecipar a toxicidade (DL50) de HPAs menos
conhecidos, auxiliando na identificagdo de potenciais agentes
carcindgenos.'’

Conclusoes

Os HPAs sdo um perigo que muitas vezes passam
despercebidos no nosso dia a dia. Esse risco esta presente,
contudo, o periodo até que cause danos pode ser prolongado,

tornando-se possivelmente tardio para a adogdo de medidas
preventivas. A International Agency for Research on Cancer
(IARC) realiza estudos sobre os HPAs ha um longo tempo,
com o propdsito de catalogar adequadamente esses compostos
quimicos e alertar as autoridades de satde sobre a existéncia e
o perigo deles. Porém, como apresentado neste trabalho, parece
que a base de dados da IARC esta desatualizada, pois grande

(4arte  dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo
classificados como ndo-carcinogénicos.

Conclui-se que o trabalho realizado por Douglas e
colaboradores ¢ de grande relevancia para a comunidade
cientifica, pois apresentou um método 1til, econdmico, simples
e confidvel para identificar o nivel carcinogénico dos HPAs,
que pode ser aplicado no desenvolvimento de politicas de
prevencdo e na atualizacdo dos dados catalogados pela IARC.
O método criado ¢ muito 1til e preciso, e os testes estatisticos
feitos com ele corroboraram com a confianca de que o método
inovador pode sim ser utilizado no meio cientifico.
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