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EVALUATION OF HUMAN CONTAMINATION WITH POLYCYCLIC AROMATIC HYDRO-
CARBONS (PAHS) AND THEIR NITRATED DERIVATIVES (NHPAS): A REVIEW OF METH-
ODOLOGY. Polycyclic aromatic hydrocabons (PAHs) and their nitroderivatives (NPAHs) are
ubiquitous in the environment and they are produced in several industrial and combustion pro-
cesses. Some of these compounds are potent carcinogens/mutagens and their determination in bio-
logical samples is an important step for exposure control. A review of the analytical methodologies
used for the determination of PAHs and their metabolites in biological samples is presented.
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REVISÃO

INTRODUÇÃO

Os hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) consti-
tuem uma família de compostos caracterizada por possuírem 2
ou mais anéis aromáticos condensados. Estas substâncias, bem
como seus derivados nitrados e oxigenados, têm ampla distri-
buição e são encontrados como constituintes de misturas com-
plexas em todos os compartimentos ambientais.

De maneira geral, tanto os HPAs quanto seus derivados
estão associados ao aumento da incidência de diversos tipos de
canceres no homem1-4.

A elevada taxa de mortalidade (cerca de 6,5 milhões de pes-
soas morrem de câncer anualmente) e o fato de que os tratamen-
tos para estas doenças são dispendiosos, demorados e normal-
mente trazem muito sofrimento aos doentes, expõem claramente
os benefícios potenciais que o entendimento, a avaliação e o
controle da exposição humana a substâncias que possuam ativi-
dade carcinogênica/mutagênica podem trazer, particularmente
quando sabe-se que a grande maioria dos canceres resulta de
interações genéticas e ambientais, sendo as causas externas (am-
bientais), em conjunção com fatores de suscetibilidade adquiri-
da, as mais importantes73. No caso dos HPAs e seus derivados,
isto é feito geralmente através do monitoramento dos níveis
ambientais desta substâncias, do conhecimento das suas vias de
penetração no organismo, de seu metabolismo, bem como da
avaliação precoce de seus efeitos biológicos. Vários componen-
tes deste grupo são capazes de reagir diretamente, ou após so-
frerem transformações metabólicas, com o DNA, tornado-se
potenciais carcinógenos e eficientes mutágenos1,5-9.

Dentre suas inúmeras fontes, podem ser citados os proces-
sos de combustão de material orgânico (particularmente a
exaustão de motores a diesel ou a gasolina), a queima de car-
vão, as fotocopiadoras, a exaustão de plantas de incineração de

rejeitos, a fumaça de cigarro além de vários processos industri-
ais como, por exemplo, a produção de alumínio e a gaseificação
do coque, etc3,8-13.

A composição e a complexidade das misturas de HPAs de-
pendem das fontes emissoras. Em geral essas misturas são
bastante complexas, contêm uma grande variedade de HPAs
em diferentes níveis de concentração.

Os HPAs, por suas ubiqüidades, constituem uma ameaça po-
tencial para a saúde de toda a população. No entanto, alguns gru-
pos populacionais, como por exemplo aqueles constituídos por
pessoas que residem ou trabalham em ambientes diretamente in-
fluenciados por estas fontes, estão submetidos a um risco maior.

A seriedade dos efeitos que a exposição aos HPAs pode ter
sobre o organismo humano fez com que especial atenção fosse
dedicada ao desenvolvimento de metodologias analíticas há-
beis para identificação e determinação de bioindicadores da
concentração absorvida (dose interna), da concentração presen-
te nos sítios de ação biológica críticos (dose biológica efetiva)
assim como de quaisquer efeitos precoces. Em todos os casos,
a variabilidade da composição das misturas, a complexidade
das amostras e as baixas concentrações que, em geral, são
observadas, exigem a utilização de métodos analíticos altamente
seletivos e de elevada sensibilidade.

Esta revisão apresenta alguns aspectos do metabolismo hu-
mano destas substâncias e sumariza as principais metodologias
analíticas utilizadas para avaliação da exposição humana, procu-
rando realçar a necessidade de maiores investimentos nesta área.

ABUNDÂNCIA, CARACTERÍSTICAS FÍSICO-
QUÍMICAS E EXPOSIÇÃO HUMANA

A exposição humana aos HPAs se dá principalmente através
da contaminação ambiental. Estudos realizados na Inglaterra
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estimam que um total de cerca de 54.000 toneladas destas subs-
tâncias contaminam atualmente o ambiente no território do Rei-
no Unido. Processos de combustão de matéria orgânica seriam
responsáveis pela introdução de cerca de 1000 toneladas/ano,
das quais os veículos motorizados responderiam por cerca de 80
toneladas/ano. Esta contribuição é mais significativa (> 35%)
nas grandes cidades11,14,15, mas outros processos, como incêndi-
os em florestas, também podem emitir quantidades significati-
vas de HPA para atmosfera77-79.

Os níveis de HPAs encontrados em amostras ambientais e
biológicas são mostrados da Tabela 1.

coeficientes de partição octanol/água superiores a 1000, demons-
trando grande afinidade lipofílica que aumenta com o número
de anéis aromáticos da molécula.

Por outro lado, a volatilidade destes compostos diminui com
o aumento do peso molecular e, consequentemente, HPAs de
pesos moleculares mais baixos são mais voláteis e apresentam
maiores pressões de vapor que os mais pesados. O mesmo é
observado com os valores da constante de Henry que diminui
com o aumento do peso molecular destas substâncias16.

Como conseqüência destas propriedades, na atmosfera, estas
substâncias podem ser encontradas tanto na fase gasosa quanto
adsorvidas no material particulado. A concentração de cada com-
ponente em ambas as fases é função de sua volatilidade e de sua
afinidade pelas superfícies das partículas atmosféricas.

No solo, HPAs encontram-se geralmente adsorvidos no
material constituinte e ficam retidos nas camadas superiores.
As meias vidas dos compostos de maior peso molecular são
relativamente elevadas e indicam que sua degradação é lenta37.

Em virtude de suas propriedades físico-químicas e da gran-
de distribuição ambiental, o risco de contaminação humana por
estas substâncias é significativo. De fato, devido ao seu caráter
lipofílico, HPAs e seus derivados podem ser absorvidos pela
pele, por ingestão ou por inalação, sendo rapidamente distribu-
ídos pelo organismo.

A quantidade absorvida por inalação varia de acordo com o
grau de contaminação atmosférico, que está diretamente relaci-
onado com a urbanização, ao tráfego de veículos automotores
(principalmente motores diesel) e com o tipo e a industrializa-
ção da área. Em ambientes fechados, a fumaça de cigarro e as
fontes de aquecimento podem contribuir para o aumento dos
níveis ambientais de HPAs. Alguns processos industriais (Ta-
bela 3) também contribuem significativamente para o aumento
da concentração atmosférica destas substâncias.

Tabela 1. Níveis de HPAs encontrados em amostras ambien-
tais e biológicas46.

Tipo de amostra Concentração

Ar 1,3 a 500 ng/m3
Solo 0,8 ng/kg – 100 mg/kg
Água 2,5 a 500 ng/L

Plantas < 150 ug/kg
Alimentos 0,1 A 20 ug/kg

Em geral, as concentrações ambientais de seus derivados
nitrados e oxigenados são cerca de 100 a 1000 vezes inferiores
àquelas dos correspondentes HPAs.

Algumas propriedades físico-químicas importantes para se
entender o comportamento ambiental e biológico de represen-
tantes do grupo dos HPAs são mostradas na Tabela 2.

Como pode ser observado na Tabela 2, estas substâncias são
pouco solúveis em água e, em geral, sua solubilidade diminui
com o aumento do numero de anéis. HPAs apresentam também,

Tabela 2. Propriedades físico-químicas de alguns HPAs e NHPAs16,5.

Substância Peso molecular Pressão de vapor Log Constante de Solubilidade em tempo de meia
(g/mol) (Pa, 25o C) K(o/a) Henry água (mg/L) vida no solo *

Naftaleno 128 36,8 3,37 1,74x10-2 31 <125 d
Acenaftileno 152 4,14 4,00 3,39x10-3 16,1 43 – 60 d
Fluoreno 166 0,71 4,18 3,18x10-3 1,9 32 d
Fenantreno 178 0,113 4,57 1,31x10-3 1,1 2 d
Antraceno 178 0,0778 4,54 1,60x10-3 0,045 50 d – 1,3 a
Pireno 202 0,0119 5,18 3,72x10-4 0,132 210 d – 5,2 a
Benzo[a]pireno 252 2,13x10-5 6,04 1,86x10-5 0,0038 269 d – 8,2 a
Benzo[ghi]perileno 276 2,25x10-5 6,5 3,03x10-5 0,00026 <9,5 a
Coroneno 300 1,98x10-10 6,75 1,72x10-7 0,00014 -
1-Nitronaftaleno 173 6,38x10-6 3,32 - 18 -
1–Nitropireno 247 4,69

(*) d = dias e a = ano

Tabela 3. Evidências de carcinogenicidade e/ou mutagenicidade de alguns processos industriais e misturas complexas19.

Processos/misturas Evidências Evidências Classificação
epidemiológicas experimentais pelo IARC; grupo

Produção de alumínio Suficientes - 1
Gaseificação de carvão Suficientes - 1
Produção de coque Suficientes - 1
Produção de eletrodos de carbono Suficientes - 1
Betumes (extratos) - Suficientes 2 B
Negro de carvão Inadequadas Suficientes 2 B
Exaustão de motores a diesel Limitadas Suficientes 2 A
Exaustão de motores a gasolina Inadequadas Suficientes 2 B
Óleos minerais (não ou pouco tratados) Suficientes suficientes 1
Óleo de xisto Suficientes suficientes 1
Fuligem Suficientes - 1
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A absorção dérmica é bastante importante em algumas ati-
vidades industriais, podendo ser a responsável por até 90% da
quantidade absorvida pelo organismo17,18.

Os alimentos são considerados outra importante fonte de
exposição humana, tanto devido à formação de HPAs durante
o cozimento, quanto devido à deposição atmosférica sobre
grãos, vegetais e frutas.

Estudos realizados com pessoas não fumantes e não ocupacio-
nalmente expostas estimam uma ingestão diária de cerca de 3,12
µg de 8 HPAs (benzo[a]antraceno, criseno, benzo[b] fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno, benzo[a]pireno, indeno[1,2,3-cd]pireno,
dibenzo[a,h]antraceno e benzo[ghi]perileno) sendo os alimentos,
responsáveis por cerca de 96% desta ingestão. O restante é absor-
vido diretamente do ar (1,6%), da água (0,2%) e do solo (0,4%).

Fumantes que consomem 1 maço de cigarros sem filtro por
dia podem ingerir um adicional entre 1 - 5 µg17.

Quando absorvidos diretamente da fase gasosa, os HPAs
são rapidamente metabolizados e eliminados pelo organismo
(o BaP, por exemplo, é eliminado em cerca de 1 hora). Entre-
tanto, quando estão associados a partículas respiráveis, esta
eliminação é bem mais demorada podendo levar semanas. Por
serem rapidamente metabolizados nos tecidos corpóreos, a bi-
oacumulação não é observada, mesmo nos tecidos ricos em
gorduras. As maiores rotas de eliminação destas substâncias
após metabolismo hepático, são as fezes e a urina.

GENOTOXICIDADE (MUTAGENICIDADE E CARCI-
NOGENICIDADE) DOS HPAS E DE SEUS DERIVADOS

O primeiro indício de carcinogenicidade química de produ-
tos de combustão orgânica foi publicado em 1775, quando foi
observada uma maior incidência de canceres em limpadores de
chaminés19. Muitos anos depois desta publicação esta ativida-
de carcinogênica foi atribuída à presença de benzo[a]pireno
(BaP) nas amostras.

Posteriormente foi comprovado experimentalmente que a
presença do BaP, por si só, não justificava toda a atividade
carcinogênica observada nestas amostras, sendo este “excesso
de carcinogenicidade”, atribuído à presença conjunta de outros
membros da família dos HPAs e de alguns de seus derivados,
principalmente nitroderivados. Dados sobre a carcinogenicida-
de, genotoxicidade e mutagenicidade de alguns HPAs e seus
derivados encontram-se na Tabela 4.

Estudos posteriores conduziram à identificação de vários
processos industriais e misturas complexas dotados de potenci-
al mutagênico e/ou carcinogênico atribuídos a presença destas
substâncias. Alguns destes processos e misturas são mostrados
na Tabela 3.

METABOLISMO DOS HPAS E DE SEUS DERIVADOS
NITRADOS

A biotransformação dos HPAs envolve uma série de enzi-
mas que catalisam reações de oxidação, redução e hidrólise
(oxigenases de função mista, citocromo P 450, NADPH-
citocromo-c-redutase) e de enzimas que catalisam reações de
conjugação (sulfotransferase, epóxido hidrolase, glutation-S-
transferase e UDP-glicotransferase). Estas enzimas estão dis-
tribuídas em todos os tecidos orgânicos75.

Monoxigenases dependentes do citocromo P 450 (CYP1A)
são responsáveis pela oxidação enzimática dos HPAs. Elas
agem principalmente sobre a região de elevada densidade ele-
trônica ou a nível da região angular da molécula do HPA for-
mando óxidos de arenos (epóxidos) que podem espontanea-
mente formar fenóis ou, por ação das epóxido hidrolases, pro-
duzirem di-hidrodióis vicinais46,75.

Destes fenóis, alguns são oxidados a quinonas e outros po-
dem sofrer nova epoxidação levando à formação de epóxidos
secundários (di-hidrodiolepóxidos). O carbono benzílico dos
dihidrodiolepóxidos é capaz de reagir com as bases nucleofílicas

Tabela 4. Dados relativos aos efeitos carcinogênicos, genotóxicos e mutagênicos de alguns HPAs e NHPAs37,5.

HPA Carcinogenicidade Genotoxicidade Mutagenicidade

Fluoreno I L -
Fenantreno I L +
Antraceno N N -
Fluoranteno N L +
Pirene N L +
Benzofluorenos I I ?
Benzofluorantenos S I +
Ciclopenta[cd]pireno L S +
Benzo[a]antraceno S S +
Criseno L L +
Trifenileno I I +
Benzo[e]pireno I L +
Benzo[a]pireno S S +
Perileno I I +
Indeno[1,2,3-cd]pireno S I +
Dibenz[ac]antraceno L S +
Dibenz[a]antraceno S S +
Dibenz[aj]antraceno L I +
Benzo[ghi]perileno I I +
Antantreno L I +
Coroneno I I +
Dibenzo[ae]fluoranteno L N
Dibenzopirenos S I +
2-nitronaftaleno N L -
1-nitropireno I S +
Dinitropireno +

Dados disponíveis para a comprovação do efeito: S = suficientes; I = insuficientes; L = limitados; N = não carcinogênico
Genotoxicidade foi avaliada através dos testes de deterioração do DNA; aberração cromossômica, mutagenicidade.
Mutagenicidade (teste de Ames): + (positivo); - (negativo); ? (inconclusivo)
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do DNA, notadamente a guanidina e, eventualmente, iniciar
um processo mutagênico. Reações semelhantes são observa-
das com outras macromoléculas tais como a albumina e a
hemoglobina46,75.

Os di-hidrodiolepóxidos são altamente instáveis e, quando não
reagem rapidamente, são hidrolizados a tetróis, cuja formação pode
ser utilizada como bioindicador da formação de diolepóxidos.

Os fenóis, as quinonas e os di-hidrofenóis podem sofrer con-
jugação formando sulfatos e glucuronatos. Os óxidos de arenos,
as quinonas e os diolepóxidos também reagem com o glutation
e podem ser eliminados através da urina sob a forma de
tioéteres. Uma representação simplificada do metabolismo do
BaP pode ser vista na Figura 1.

REATIVIDADE COM MACROMOLÉCULAS BIOLÓGICAS

Alguns trabalhos relacionando a atividade carcinogênica/
mutagênica dos vários HPAs com suas estruturas químicas têm
sido publicados23-34. Conforme dito anteriormente, os HPAs não
são mutagênicos diretos e necessitam sofrer ativação metabóli-
ca preliminar para se tornarem capazes de reagir com o DNA
e outras macromoléculas.

Quatro mecanismos35 têm sido propostos para explicar a
ativação de HPAs: 1) oxidação enzimática seguida de hidrólise
com a formação de diolepóxidos (é o mecanismo mais aceito);
2) formação de ésteres benzílicos, eletrofílicos, através de uma
série de reações de substituição34; 3) produção de radicais
catiônicos através da oxidação enzimática com envolvimento
de um elétron e 4) de-hidrogenação enzimática dos metabólitos
di-hidrodióis produzindo quinonas capazes de reagirem direta-
mente com o DNA ou capazes de reagirem com O2 gerando
espécies oxigenadas reativas, como radicais hidroxilas ou
ânions superóxidos que atacam o DNA, conforme representado
nas Figura 2. Estes mecanismos não são excludentes, podendo
ocorrer simultaneamente35.

Figura 1. Representação esquemática simplificada do metabolismo de
benzo[a]pireno em humanos75.

Os NHPAs são, comprovadamente, potentes mutágenos para
Salmonella typhimurium (teste de Ames), para bactérias e célu-
las eucarióticas.(células de ovário de hamsters, células epiteliais
de ratos -RL4). Estas substâncias são capazes de provocar mu-
tações mesmo sem sofrerem qualquer tipo de ativação metabó-
lica. Mononitro derivados são geralmente metabolisados através
de processos oxidativos gerando espécies semelhantes àquelas
formadas pelos HPAs (diolepóxidos e aminodiolepóxidos) capa-
zes de formar adutos por reação com a deoxiguanosina. Sofrem
igualmente redução do grupo nitro a N-hidroxilamina com for-
mação de um intermediário capaz de reagir com C-8 da
deoxiadenosina formando adutos21. Os dinitro derivados sofrem
geralmente redução de um dos grupos nitro envolvendo um ou
dois elétrons. Em geral os dinitroderivados são mais potentes
mutágenos que os mononitro. Estudos têm atribuído aos NHPAs
cerca de 50% da mutagenicidade observada em material
particulado coletado em residências urbanas22.

Figura 2. Representação esquemática dos diversos mecanismos de
formação de adutos entre HPAs e DNA35.

De acordo com a hipótese atualmente mais aceita, a ligação
entre os diolepóxidos, resultantes da ativação metabólica des-
tas substâncias e o DNA são favorecidas quando diolepóxidos
vicinais são formados (região de “baía”), principalmente nas
moléculas não lineares, como o benzo[a]antra ceno, cujo pro-
duto de ativação metabólica pode ser visto na Figura 3.

É provável que o ataque eletrofílico do DNA aos epóxidos
ocorra através de um mecanismo do tipo SN1 e se processe atra-
vés de estados de transição nos quais os hidrocarbonetos exibem
significante caráter de íon carbonium. Assim a reatividade com o
DNA e, consequentemente a capacidade carcinogênica destes
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compostos, estaria diretamente relacionada com a facilidade de
formação destes íons.

De fato, a reatividade observada para os metabólitos possu-
indo diolepóxido na região de baía comparada com aqueles
que a possuem na região K (fjord) mostram maior reatividade
dos primeiros, provavelmente como resultado do acesso mais
fácil aos orbitais π13.

Algumas relações têm sido encontradas entre modelos teó-
ricos que envolvem alguns parâmetros moleculares como o
orbital molecular vago de mais baixa energia, a hidrofobicida-
de e o numero de anéis aromáticos e a mutagenicidade36

Resultados de testes laboratoriais realizados com diversos
HPAs para a verificação de suas atividades carcinogênicas,
mutagênicas ou genotóxicas mostraram que os efeitos dos dife-
rentes compostos são variáveis, como mostrado na Tabela 4.

Também pode ser observado nos dados da Tabela 4 que a
capacidade carcinogênica e mutagênica dos diferentes HPAs é
significativa para aqueles que possuem mais de 4 anéis aromá-
ticos fundidos e maior para os que têm 5 ou 6 anéis. A subs-
tituição de hidrogênio por grupos químicos, também pode afe-
tar drasticamente a atividade dos HPAs dependendo da posição
onde a substituição se dá e do grupo substituinte37.

A presença simultânea de vários destes compostos no ambi-
ente faz com que a avaliação de suas genotoxicidades a partir
de amostras ambientais seja muito difícil. Isto também dificul-
ta estudos de correlação pois a via de introdução de HPAs no
organismo influencia seu poder carcinogênico/mutagênico bem
como a localização dos tumores.

Estas características variam de uma espécie animal para
outra38 e na espécie humana, a via respiratória é considerada a
mais importante, particularmente para indivíduos ocupacional-
mente expostos, mas em muitos casos, a via dérmica pode ser
tão ou mais importante39. Muitas destas substâncias têm efeito
negativo sobre o sistema imunológico animal, característica que
parece estar associada à capacidade carcinogênica40.

Um esquema proposto para a carcinogênese por exposição
ambiental considera as seguintes etapas: exposição ambiental, ati-
vação metabólica, formação de adutos entre os HPAs e o DNA,
mutação em genes críticos como, por exemplo, o P 53 (gene
repressor de tumor) e sucessão de mutações em outros genes41.

É importante realçar que o aparecimento do câncer é um pro-
cesso que envolve várias etapas (não apenas a formação de adutos
com o material genético), sendo também influenciado por
suscetibilidade individual e outros fatores, tais como gênero, etnia,
idade, estado de saúde, nutrição e polimorfismo genético73,75. Em
geral, maior concentração de adutos HPAs-DNA é encontrada em
fumantes ou pessoas ocupacionalmente expostas75.

MONITORAMENTO BIOLÓGICO DA EXPOSIÇÃO A
HPAS E A SEUS DERIVADOS NITRADOS

O monitoramento biológico da exposição a estas substâncias
pode ser feito através da avaliação das mesmas como mistura ou
individualmente, da determinação da concentração de seus
metabólitos em fluidos biológicos ou ainda através do acompa-
nhamento de um efeito bioquímico resultante de sua presença
no organismo, como aqueles apresentados na Tabela 5.

Figura 3. Representação esquemática do benz[a]antraceno com
diolepóxido na região de baía (A) e de fjord ou região K (B)adaptada

das referências 28,30.

Tabela 5. Bioindicadores utilizados na avaliação da exposição
a HPAs e seus derivadosadaptada das referências 42,44.

Bioindicador Tipo de informação

Substância química e/ou seus
metabólitos em material
biológico (urina, etc) Dose interna*
Mutagenicidade urinária Dose interna
Tioéteres urinários Dose interna
Adutos com proteínas Dose biológica efetiva**
Adutos com DNA (RNA) Dose biológica efetiva
Proteínas oncogências Dose biológica efetiva
Mutações celulares Efeito biológico precoce
Aberrações cromossômicas Efeito biológico precoce
Troca de cromatides irmãs Efeito biológico precoce
Micronúcleos Efeito biológico precoce
Síntese não programada de DNA Efeito biológico precoce

* - Um indicador biológico de dose interna indica é a quanti-
dade total da substância introduzida no organismo. É usual-
mente a própria substância ou um de seus metabólitos presen-
tes em fluidos biológicos.
** - Um indicador de dose biológica efetiva indica a quantida-
de da substância que atingiu sitios biológicos significativos.
Geralmente esta indicação é dada através de produtos de
interação da substância ou seus metabólitos com macromolé-
culas celulares (DNA, RNA ou proteinas)42.

Técnicas Cromatográficas

Técnicas cromatográficas de cromatografia à líquido de alta
eficiência com detecção fluorimetrica (CLAE-FLUO) e de cro-
matografia à gás de alta resolução acoplada à espectrometria
de masssas (CGAR-EM) têm sido utilizadas para estudos da
exposição humana a HPAs através da determinação urinária
alguns de seus metabólitos (fenantrenos hidroxilados43 e prin-
cipalmente, de 1-hidroxipireno44). Em geral estas metodologias
são bastante simples, não trabalhosas e podem ser utilizadas
rotineiramente, como aquela preconizada para a determinação
do 1-hidroxipireno. Entretanto a utilização destes procedimen-
tos técnicos é bastante restrita como metodologia de avaliação
geral, uma vez que a composição das misturas de HPAs é bas-
tante variável e a avaliação de apenas um metabólito pode dar
origem a uma avaliação equivocada da exposição a HPAs44.

Geralmente, a determinação dos metabólitos excretados atra-
vés da urina (indicadores de dose interna), não fornece infor-
mações exatas sobre o risco carcinogênico, sendo este, melhor
avaliado por determinação de outros bioindicadores, tais como
os adutos formados por reação com o DNA. De fato, a grande
maioria das substâncias consideradas carcinogênicas para o
homem formam adutos com o DNA. Embora a grande maioria
dos adutos seja eliminada por processos de reparação, alguns
persistentes podem causar mutações permanentes resultando em
crescimento celular aberrante e câncer45.

Técnicas que utilizam a Fluorescência

HPAs e seus metabólitos apresentam fluorescência mole-
cular devido a sua estrutura eletrônica. O uso de espectrosco-
pia de fluorescência convencional isto é, em solução, é limi-
tada pelo alargamento das bandas de emissão causado pela
multiplicidade de estados vibracionais e rotacionais, tem pou-
ca seletividade e não consegue distinguir moléculas seme-
lhantes como por exemplo os HPAs, seus metabólitos
(diolepóxidos) e os adutos correspondentes, exigindo uma
etapa prévia de separação46,47.

Para contornar os problemas observados na espectroscopia
de fluorescência convencional, alguns métodos alternativos têm
sido propostos, tais como, a espectroscopia de fluorescência
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sincronizada (EFS), a espectroscopia de fluorescência com
Efeito Shpol’ski (EFES) e a espectroscopia de fluorescência
com varredura rápida (EFVR).

A EFS é uma técnica onde uma varredura simultânea dos
comprimentos de onda de excitação e de emissão é feita a uma
diferença de comprimento de onda constante, correspondente à
diferença energética entre os estados S2 e So. Por exemplo, no
caso do estudo de adutos de benzo[a]pireno esta diferença é de
34 nm. Esta técnica tem sido proposta para a determinação de
adutos de HPA com macromoléculas e pode ser usada à tem-
peratura ambiente48.

A EFES é uma técnica de alta resolução na qual as medidas
são realizadas em condições criogênicas, geralmente em solu-
ções de hidrocarbonetos alifáticos, podendo ser usadas fontes
convencionais ou laseres para a excitação. A estrutura policris-
talina formada favorece orientações moleculares bem definidas
dando origem a espectros de linhas47,49,50 já que está em jogo
apenas a diferença de energia entre o estado fundamental e o
estado excitado. Esta técnica tem sido utilizada na determina-
ção de HPAs tanto em amostras ambientais de diferentes ori-
gens50-52 quanto biológicas52.

A EFVR também é uma técnica criogênica de alta resolução
e seus detalhes foram descritos recentemente48. Laseres (de
corantes) são usados para a excitação das moléculas de interes-
se e os microambientes moleculares (devidos a diferentes gru-
pos) podem ser usados na identificação de diferentes molécu-
las. Esta técnica tem sido proposta para a identificação de
adutos de dibenzo[a,l]pireno e DNA produzidos in vitro em
microsomas de fígado53.

Estes métodos exigem, em geral, tratamento preliminar das
amostras bastante simples.

A maioria dos HPAs e alguns de seus derivados são fluo-
rescentes e esta propriedade pode ser usada para suas deter-
minações nos mais diversos tipos de matrizes, com grande
sensibilidade. Limites de detecção da ordem de 10-9 - 10-11 M
são relatados.

Imunoensaios

Imunoensaios têm sido extremamente úteis para a determi-
nação dos HPAs e de seus metabólitos em matrizes biológicas.
A facilidade de aplicação destes métodos e a disponibilidade
de “kits” para sua realização coloca-os como alternativas viá-
veis e baratas aos métodos que exigem o uso de equipamentos
caros e sofisticados.

Vários imunoensaios têm sido utilizados na determinação
de adutos de HPA-DNA com utilização de anticorpos espe-
cíficos54. Os tipos mais utilizados são o ELISA e os radio-
imunoensaios. Nos ensaios do tipo ELISA os anticorpos são
imobilizados por adsorção em uma fase sólida (tubo plásti-
co, partículas poliméricas ou magnéticas). Esta imobilização
permite a separação entre os analitos de interesse e outros
componentes da amostra, após reação, por simples lavagem.
A amostra contendo os HPAs e uma concentração conhecida
de HPA marcado com uma enzima (geralmente peroxidase)
(HPA-E) é adicionada ao tubo contendo o anticorpo imobi-
lizado. Tanto as moléculas de HPAs livres quanto as de
HPA-E competem pelo anticorpo imobilizado e o equilíbrio
é atingido em função das concentrações relativas de ambos.
Após remoção da amostra e lavagem, um substrato capaz de
reagir com a enzima imobilizada formando um produto co-
lorido é adicionado. A cor desenvolvida é medida e
correlacionada com a concentração do analito existente (re-
lação inversa: quanto mais intensa a cor menor a concentra-
ção do analito). Testes de ELISA têm sido propostos para a
determinação de metabólitos de NHPAs na urina. Neste pro-
cedimento o extrato é previamente purificado por passagem
através de uma coluna de SPE, permitindo determinações
entre 8,7 e 217 ng/ml 55,56.

Nos casos de radioimunoensaios utiliza-se um marcador
radioativo ou um substrato previamente marcado (geralmen-
te com um lantanídeo), uma vez que a determinação será
feita radioquimicamente.

A sensibilidade relatada para estes tipos de procedimento é
de 1 aduto para 108 DNA. Entretanto, reações cruzadas com
outros HPA-DNA adutos podem conduzir a resultados errône-
os e a especificidade dependerá exclusivamente do tipo de
anticorpo utilizado.

Radioimunoensaios (RIA) têm sido utilizados na determina-
ção de benzo[a]pireno e de seus metabólitos no soro sanguí-
neo. Este procedimento exige extração com hexano e clean up
com sílica gel. Nestas condições, BaP pode ser medido entre
15 e 40 ng/ml 57. Vários HPAs e seus metabólitos podem tam-
bém serem analisados em amostras de urina sem qualquer tra-
tamento preliminar por RIA58,59.

CLAE-FLUO utilizando como fase estacionária octadecil-
sílica (C18) também tem sido utilizada na separação e quanti-
ficação de adutos. Antes da separação cromatográfica, o DNA
é isolado dos leucócitos e o tetrol correspondente ao HPA é
separado do DNA por hidrólise ácida. Limite de detecção de 1
aduto para 108 nucleotídeos. Esta mesma metodologia tem sido
proposta para a determinação de adutos formados entre o
benzo[a]pireno e o DNA em grupos de trabalhadores expostos
a este HPA. Diferentes valores foram encontrados para dife-
rentes atividades60.

Tioéteres urinários

De modo geral, substancias que são metabolizadas com a
produção de intermediários eletrofílicos (potencialmente
genotóxicas) sofrem reações de conjugação com grupamen-
tos sulfidrila das moléculas de glutation (tripeptídeo forma-
do por glicina, cisteina e γ-glutamina) catalizadas por enzi-
mas da família glutation-S-transferase. Os produtos forma-
dos são normalmente eliminados através das fezes ou da
urina, juntamente com produtos de seu catabolismo (uma
série de tiocompostos dentre os quais os ácidos mercaptúri-
cos, tióis e disulfetos)44,61,62. A determinação destes tioéteres
tem sido proposta para o monitoramento humano da exposi-
ção a substâncias eletrofílicas dentre as quais aquelas carci-
nogênicas/mutagênicas63,64.

A metodologia analítica envolvida nestas determinações in-
clui, geralmente, três etapas: 1) extração com acetato de etila
ou eter etílico em pH 1 ou 2; 2) hidrólise alcalina a 100o C, no
escuro; e 3) derivatização com reativo de Ellmann (ácido 5,5'-
ditiobis-2-nitro-benzóico) seguida de determinação espectrofo-
tométrica a 412 nm. Entretanto estes testes não são específi-
cos, apresentam alguns confundidores sérios como por exem-
plo o fumo e não apresentam sensibilidade suficiente para ava-
liação da exposição a concentrações moderadamente baixas de
HPAs (<10 µg/m3).

Outros testes relacionados na Tabela 3, como por exemplo,
o de mutagenicidade urinária, são igualmente inespecíficos,
pouco sensíveis e não são utilizados rotineiramente65-67.

DETERMINAÇÃO DE ADUTOS COM DNA E OUTRAS
MACROMOLÉCULAS

Em geral, substâncias eletrofílicas são capazes de reagir
com sítios nucleofílicos de macromoléculas biológicas for-
mando adutos.

Uma vez que a formação de adutos com o DNA é uma etapa
crítica na carcinogênese química, a determinação destes compos-
tos pode servir como um bioindicador precoce para o câncer68.
Vários métodos têm sido propostos para se determinar a formação
de adutos entre os HPAs e o DNA e entre HPAs e proteínas.
Estes, em geral, utilizam ensaios com marcação através do 32P,
imunoensaios, espectroscopia por fluorescência e CLAE.
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Pós marcação com 32P

Um dos procedimentos mais utilizados para a quantifica-
ção dos adutos de DNA é aquele feito por pós marcação com
32P53,56. Nestes casos o DNA modificado é isolado e
hidrolizado enzimaticamente produzindo deoxiribonucleosi-
deo-3’-monofosfato. A seguir, a OH livre da posição 5’ deste
nucleosideo é [32 P]fosforilada através de reação com [32P]-
ATP em presença de polinucleotideo quinase, a pH 9,5, pro-
duzindo deoxiribonucleosideo-3’,5’-bifosfatos. Os produtos
resultantes desta reação (nucleotideos normais marcados e
adutos marcados) podem ser separados por cromatografia em
camada fina bidimensional em placas de celulose/polietileno-
imina (PEI) ou CLAE. Sensitividade da ordem de 1 aduto
para 107 –108 nucleotídeos normais pode ser obtida para
adutos hidrofóbicos.

Procedimentos para melhorar este limite têm sido desenvol-
vidos e consistem basicamente na utilização de extração com
butanol antes da marcação radioquímica69 ou utilização de uma
etapa prévia de digestão preferencial dos nucleotideos normais
com nuclease P170. Outros procedimentos, como por exemplo
a utilização da imunoafinidade para o enriquecimento dos
adutos ou a combinação do enriquecimento enzimático com a
extração com solventes orgânicos e separação por CLAE tam-
bém têm sido propostos. Estes procedimentos têm possibilita-
do determinação de 1 aduto para 109-10 nucleotideos normais
(0,3 – 3 x 10-18 Mol/g DNA).

Como neste tipo de ensaio pode-se determinar o total de
adutos formados pelos diferentes HPAs ou derivados, o mesmo
é um bioindicador de exposição a HPA total.

Uma vantagem da utilização desta técnica é que ela não
é específica para um dado tipo de aduto, possibilitando de-
terminações múltiplas. Por outro lado, a inexistência de um
protocolo analítico reconhecido internacionalmente, a falta
de especificidade da análise dos adutos através da radiação
β, a baixa capacidade resolutiva da cromatografia em cama-
da fina e a inexistência de padrões dos diferentes adutos,
constituem sérias limitações. Este último aspecto é particu-
larmente importante nos casos de exposições múltiplas. Em
geral, a identificação de adutos desconhecidos é ainda pro-
blemática devido a baixa sensibilidade da espectrometria de
massas. Além disto, uma relação clara entre a exposição aos
HPAs e a formação de adutos HPA-DNA ainda não está
bem estabelecida. Estes procedimentos são operacionalmente
muito trabalhosos, o que limita suas utilizações como meto-
dologia de rotina.

Alguns métodos utilizados para a determinação de adutos
de DNA são mostrados na Tabela 6.

Adutos com proteínas

A avaliação quantitativa do DNA quimicamente alterado
por formação de adutos, normalmente não é fácil devido às
pequenas concentrações em que estes produtos são formados,
à eficiência dos mecanismos biológicos de reparo, à diluição
dos adutos devido a divisão celular e à dificuldade de se

amostrar DNA humano, especialmente tendo-se em conta a
grande variedade de órgãos-alvo dos diversos HPAs. Por isto,
especial atenção tem sido dada ao estudo dos adutos forma-
dos nas reações entre os agentes carcinogênicos e proteínas,
como indicadores dos níveis reação com o DNA. Ou seja,
acredita-se que os intermediários eletrofílicos que reagem com
os sítios nucleofílicos do DNA também reagirão com grupos
nucleofílicos de outras macromoléculas, como a albumina, a
hemoglobina, etc.

De fato, todas as substâncias químicas capazes de reagir
com o DNA, já estudadas, reagem também com a hemoglobi-
na42. A correlação entre as concentrações de adutos formados
através de reações com proteínas e aquela formada por reação
com o DNA tem sido observada em alguns casos, mas não se
trata de um fator universal. Mesmo assim, as reações de for-
mação de adutos com as proteínas são úteis no estudo da expo-
sição a formas ativas de carcinogênicos.

O monitoramento feito por esta via apresenta uma série de
vantagens como por exemplo a maior facilidade de se obter
maiores quantidades dos adutos. As proteínas, por apresenta-
rem baixa taxa de renovação, podem servir como indicadoras
de exposição por vários meses.

A hemoglobina é uma das proteínas que tem sido utilizada
nestas técnicas e tem um tempo de meia vida de aproximada-
mente 120 dias, podendo servir como indicador da exposição
a agentes mutagênicos durante este período. A albumina tam-
bém tem sido utilizada e tem um tempo de vida de cerca de
20-24 dias. Neste procedimento, os tetróis correspondentes
aos HPA são isolados dos adutos por hidrólise ácida e puri-
ficados por extração em fase sólida antes da determinação
por CLAE-FLUO.

Adutos de hemoglobina têm sido considerados como possí-
veis indicadores de exposição mas até agora apenas alguns
poucos experimentos são disponíveis. Algumas limitações tem
sido relacionadas a esta metodologia72. Por exemplo, a hemo-
globina humana forma carboxilatos com anti-benzo[a]pireno-
diolepóxido que pode ser hidrolisado a benzo[a]pireno-tetrol e
utilizado para determinação da exposição a este HPA.

O metabolismo urinário dos HPAs produzem fenóis que são
excretados livres ou associados a sulfato ou glucuronídeo. Pe-
quenas quantidades de quinonas podem também ser formadas35.
O benzo(a)pireno, por exemplo, é metabolizado a 1-hidroxipi-
reno que forma 1-hidroxipireno-glucuronideo e 1,2-di-hidroxi-
1,2-di-hidropireno que são excretados pela urina74.

A formação de adutos com a hemoglobina humana, após
proteólise enzimática e separação por imunocromatografia
tem sido utilizada para a quantificação dos adutos em indi-
víduos expostos20. O aduto criseno-Hb pode ser separado e
quantificado por CLAE com detecção fluorométrica a partir
de uma fração parcialmente purificada por imunoafinidade.
A confirmação dos criseno tetrahidrotetrois é feita por
CGAR-EM18. Adutos de hemoglobina com nitroderivados de
HPAs têm sido utilizados como biomarcadores de exposição
a gases de exaustão de motores a óleo diesel. Limites de
detecção da ordem de 0,01 - 0,08 pMol/g de hemoglobina
são relatados76.

Tabela 6. Métodos para a detecção de adutos de DNA71.

Método Quantificação Quantidade mínima
Número de adutos por 10 –18 mol/µg de DNA por ensaio
nucleotideos normais DNA

Marcação com 3H ou 14C 1/107 – 109 3 – 300 1 mg
CLAE com detecção por fluorescência 1/107 300 100 µg
Imunoensaios (RIA, ELISA, etc) 1/108 30 50 µg
Espectroscopia de fluorescência sincrona 1/108 30 100 µg
CLAE-EM ou CGAR-EM 1/109 3 100 µg
Marcação com 32P 1/1010 O,3 1 µg
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CONCLUSÃO

A procura de bioindicadores confiáveis para a o estudo da
exposição humana aos HPAs e seus derivados constitui ainda
matéria para muita pesquisa. Alguns indicadores espcíficos,
como por exemplo o 1-hidroxipireno, têm sido propostos e
utilizados com sucesso nos estudos da exposição humana a
determinados HPAs.

Muitos dos bioindicadores propostos para estudo da expo-
sição a misturas apresentam limitações que vão desde a baixa
sensibilidade até a grande variabilidade dos resultados obti-
dos, mostrando a influência de fatores não totalmente contro-
lados sobre a metodologia e reforçando a necessidade da va-
lidação metodológica.

Em muitos casos, a existência de outros agentes que podem
influenciar os resultados, tais como o hábito de fumar ou mes-
mo as dificuldades técnicas limitam a utilização. Várias técni-
cas, como por exemplo os imunoensaios, são bastante promis-
soras e constituem áreas de pesquisa ainda pouco exploradas e
que necessitam desenvolvimento. A importância e atualidade
do tema em conjunção com as limitações analíticas das técni-
cas atualmente disponíveis justificam investimentos científicos
e fazem com que esta área seja bastante atraente para desen-
volvimentos futuros.
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