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lll 

"Cada pessoa, em sua existênci.a, pode ter duas atitudes: construir e 

plantar. Os construtores podem demorar anos em suas tare/ as, mas um 

dia terminam aquilo que estavam fazendo. Então param e ficam 

limitados por suas próprias paredes. A vida perde o sentido quando a 

construção acaba. Mas existem os que plantam. Estes às vezes sofrem 

com as tempestades, as estações e raramente descansam. Mas, ao 

contrário de um edifici.o, o jardim jamais para de crescer. E, ao mesmo 

tempo em que exige a atenção do jardineiro, também permite que, para 

ele, a vida seja uma grande aventura. Os jardineiros se reconhecerão 

entre si - porque sabem que na história de cada planta está o 

cresci.mento de toda a Terra". 
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RESUMO 

As informações sobre os efeitos adversos dos hidrocarbonetos aromáticos 

policíclicos (HAPs) na saúde humana são de grande importância científica e 

social. O seu alto potencial carcinógeno, especialmente no que se refere ao 

câncer de pulmão, e, em alguns casos, câncer de pele e da bexiga, é 

demonstrado por meio de diversos estudos epidemiológicos. Tais estudos 

somados ao fato de que os HAPs possam ser encontrados em diversos 

ambientes de trabalho, afetando diretamente vários trabalhadores expostos, 

demonstram a relevância deste trabalho. É preciso considerar ainda que a 

detecção precoce de uma exposição constitui-se, à luz dos atuais 

conhecimentos, em um importante fator de prevenção de riscos químicos 

ocupacionais. Diante disso, propõe-se a realização de um plano de avaliação 

ambiental por meio do pireno e a avaliação biológica através do 1-

hidroxipireno urinário, principal produto de biotransformação do pireno. 

Essas avaliações oferecem aos médicos, em particular aos médicos do 

trabalho, e à sociedade científica em geral, uma alternativa de um novo 

marcador biológico, o 1-hidroxipireno, já preconizado pela ACGIH (2003), o 

qual poderá ser normatizado pelos órgãos competentes do Governo Federal, 

abrangendo o Programa de Controle Médico de Saúde Oc!lpa.cjona.l 

(PCMSO) da NR-7, a ser aplicado em diversas indústrias do pais. 
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ABSTRACT 

Information about the adverse effects of the polycyclic aromatic 

hydrocarbons (PAHs) in human health has great importance, both 

scientifically and socially. Their high carcinogen potential, especially 

regarding lung cancer, and in some cases, skin and bladder cancer, is shown 

in several epidemiological surveys. Such surveys, and the fact that the PAHs 

rnay be found in several work environment; affecting directly severa! 

exposed workers, show the relevance of the current paper. It is still 

necessary to consider that the early detection of an exposure constitutes, at 

the light of the current knowledge, an important factor in the prevention of 

occupational chemical risks. Due to this fact, the conduction of an 

environmental assessment by means of the pyrene and the biological 

evaluation by means of the urinary 1-hidroxipyrene, the main product of 

pyrene biotransformation. Such assessments grant to doctor, specially to 

Occupational and Industry doctor, and to the scientific cornmunity as a 

whole, an alternative of a new biomarker, the urinary 1 hidroxipyrene, 

already acclaimed by the ACGIH (2003), that may be regulated by the 

com petent agencies and enclosing the Programa de Controle Médico de 

Saúde Ocupacional (PCMSO) of the NR-7 to be used in severa! companies 

around the country. 
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1. INTRODUÇÃO 

A saúde e a segurança do trabalhador são uma das maiores 

preocupações da saúde ocupacional. O ser humano, como se sabe, dedica, no 

mínimo, 65% do tempo de sua vida ao trabalho, que é um importante meio 

de realização e desenvolvimento de sua auto-estima. Por meio do trabalho o 

ser humano pode manifestar suas potencialidades, participar, realizar, 

cooperar, produzir e viver de maneira digna (MICHEL, O.R., 2000). 

Devido à grande urbanização e industrialização no mundo, o ser 

humano foi e continua exposto a inúmeros agentes químicos, tanto no 

ambiente de trabalho como no seu macro-ambiente. Essa inevitável 

exposição criou a necessidade de estudos minuciosos quanto aos seus efeitos 

sobre a saúde e quanto às medidas de prevenção a essa exposição (WUNSCH 

FILHO, V., 1995). 

A avaliação ideal acerca das medidas de prevenção é uma atividade 

que deve ser repetida sistematicamente, constituindo o que se chama de 

monitorização, definida "como atividade sistemática, contínua ou repetitiva, 

relacionada à saúde, com o propósito de conduzir, se necessário, ações 

corretivas" (BERLIN, A., YODAIKEN, R.E., LOGAN, D.C., 1982). 

A monitorização ambiental e biológica tem como finalidade 

primordial proteger a saúde do trabalhador, prevenindo doenças 

ocupacionais (BERLIN, A., YODAIKEN, R.E., LOGAN, D.C., 1982; 

HATJIAN, B.A., et al., 1995; QUE HEE, S.S., 1993; LEPERA, J.S., 1997). Tais 

procedimentos de monitorização requerem estudos prévios de 

reconhecimento e avaliação frente a padrões existentes, para posterior 

proposta de controle, ou seja, um conjunto de ações destinadas a eliminar, 
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quando possível, ou reduzir, a exposição ocupacional a um nível aceitável e 

compatível com a manutenção e promoção da saúde. 

Com isso, pode-se dizer que as monitorizações ambiental e biológica 

são mecanismos de grande utilidade para avaliar a exposição ocupacional a 

substâncias químicas em geral (AMERICAN CONFERENCE OF 

GOVERNMENTAL INDUSTRIAL HYGIENISTS (ACGIH), 2002, 2003). 

Para o conhecimento dos níveis de exposição e para a avaliação do 

risco é essencial a determinação das concentrações ambientais dos agentes 

químicos por meio de uma monitorização do ar do ambiente de trabalho, 

para estimar a exposição e o risco à saúde e comparar os resultados com 

referências apropriadas (LAUWERYS, R.R., 1996; TOPPING, M.D., 

WILLIANS, C.R., DEVINE, J.M., 2000; ACGIH, 2003). No entanto, apenas 

essa monitorização ambiental não permite uma avaliação completa da 

exposição ocupacional (FISCHER, F.M., GOMES, J.R., COLACIOPPO, S., 

1989). 

Estudos experimentais realizados em animais de laboratório e com 

voluntários, relacionados aos agentes químicos e seus produtos de 

biotransformação, tornaram possível definir as relações entre a exposição, a 

absorção, a biotransformação, a acumulação e a excreção de algumas 

substâncias exógenas. Por meio destes estudos da interação entre um 

organismo vivo e os agentes químicos, verificou-se que a resposta do 

organismo depende da concentração alcançada pelas substâncias ou de seus 

produtos de biotransformação nos sítios de ação, produzindo ou não o efeito 

nocivo. Tal concentração depende das propriedades físico-químicas da 

substância, das condições de exposição (tempo e freqüência) e das 

características do organismo em questão (AZEVEDO, F.A., DELLA ROSA, H. 

V., LEYTON, V. O., 1982; FISCHER, F.M., GOMES, J.R., COLACIOPPO, S., 
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1989; DELLA ROSA, H.V., SIQUEIRA, M.E.P.B., COLACIOPPO, S., 1991; 

DELLA ROSA, H .V., SIQUEIRA, M.E.P.B., FERNÍCOLA, N.A.G.G., 1996). 

A monitorização biológica visando a.prevenção de ocorrência de 

efeitos nocivos à saúde, utiliza-se da medida de determinantes apropriados 

em espécies biológicas coletadas dos trabalhadores no tempo especificado, 

objetivando, com isso, estimar a exposição ou o risco à saúde, quando 

comparados com uma referência apropriada (FISCHER, F.M., et ai., 1989; 

DELLA ROSA, H.V., et al., 1991, 1996; REMPEL, D.M., et ai., 1991; ACGIH, 

2003). O aludido determinante pode ser a própria substância química ou seus 

produtos de biotransformação (indicador de dose interna) ou até uma 

alteração bioquímica, uma alteração funcional ou estrutural, seja ela 

reversível e não nociva, produzida pela substância química (indicador de 

efeito). Assim, com base no determinante, na espécie biológica escolhida e no 

tempo de amostragem, os resultados obtidos podem indicar uma exposição 

recente, uma exposição média diária ou uma exposição crônica (FISCHER, 

F.M., et ai., 1989; ACGIH, 2002, 2003). 

Vários trabalhos têm relatado efeitos adversos produzidos pelos 

HAPs, sendo muito destes efeitos relacionados ao desenvolvimento de 

câncer. Segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC), seis 

HAPs são provavelmente cancerígenos para o homem. Considerando as 

propriedades toxicológicas e com o intuito de prevenir uma exposição 

ocupacional a estes compostos, propõe-se a realização de um plano de 

avaliação ambiental por meio do pireno e a avaliação biológica através do 1-

hidroxipireno urinário. Essas avaliações oferecem aos médicos, em particular 

aos médicos do trabalho, e à sociedade científica em geral, uma alternativa de 

um novo marcador biológico, o 1-hidroxipireno, já preconizado pela ACGIH 

(2003), o qual poderá ser normatizado pelos órgãos competentes do Governo 

Federal, abrangendo o Programa de Controle Médico de Saúde Ocupacional 

(PCMSO) da NR-7, a ser aplicado em diversas indústrias do pais. 
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A difusão destes compostos no ambiente, tanto ocupacional como 

geral, e a sua característica toxicológica (suspeita e evidência de 

carcinogenicidade) caracteriza a grande relevância do estudo do ponto de 

vista ambiental e biológico com a finalidade de prevenção e promoção da 

saúde dos trabalhadores. 

Destarte, a monitorização do ambiente de trabalho complementada 

pela monitorização biológica são procedimentos fundamentais para a 

avaliação da exposição ocupacional a substâncias químicas em geral 

(ACGIH, 2002, 2003) e este trabalho, comprometido com os conceitos acima 

consignados, foi desenvolvido para uma classe de substâncias denominadas 

de hidrocarbonetos aromáticos policiclicos, conhecidos como HAPs. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

21. Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos (HAPs) 

2.1.1. Propriedades físico-químicas 

O termo Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos (Polycyclic Aromatic 

Hidrocarbons) refere-se a uma classe de compostos orgânicos que contém dois 

ou mais anéis aromáticos fundidos, constituídos de átomos de carbono (Q e 

hidrogênio (H). 
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FIGURA 1 - Fórmula estrutural de alguns HAPs. 
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A temperatura ambiente, os HAPs são sólidos e suas características 

gerais e comuns são: os elevados pontos de fusão e ebulição, a baixa pressão 

de vapor e a pouca solubilidade em água, a qual tende a diminuir com o 

aumento da massa molecular. Os HAPs são solúveis em muitos solventes 

orgânicos, altamente lipofílicos e considerados quimicamente inertes 

(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER (IARQ, 1983; 

UNITED STATES (ATSDR), 1995; FINLAYSON-PTITS, B.J., PTITS, J.N.Jr., 

1997; WORLD OF HEALTH ORGANIZATION (WHO), 1998; FIALA, Z., et 

al., 1999; SAMANT A, S.K, SINGH, O.V., JAIN, R.K, 2002). 

São citadas pela World Health Organization - WHO - (1998) diversas 

revisões relativas a reações químicas e fotoquímicas dos HAPs na atmosfera. 

Sabe-se que após reações de fotodecomposição, na presença do ar e luz solar, 

são formados produtos oxidativos, incluindo quinonas e endoperóxidos. Os 

HAPs reagem com óxidos de nitrogênio e sulfúricos, ácidos nítricos e 

sulfúricos, ozônio e radicais hidroxilas presentes na atmosfera. 

De acordo com os relatos de BJORSETH, A. & RAMDAHL, T. (1985) 

os HAPs constituem uma classe de compostos formados a partir da 

decomposição térmica de materiais orgânicos que contenham carbono e 

hidrogênio e liberados no meio ambiente. Essa formação baseia-se em dois 

grandes mecanismos: 

- Pirólise ou combustão incompleta; 

- Processos de carbonização. 

Os tipos de HAPs formados parecem depender mais das condições de 

combustão do que do tipo de material orgânico queimado. A quantidade de 

HAPs formada sob condições definidas de pirólise depende da temperatura 
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de reação e do material orgânico (BJORSETH, A., RAMDAHL, T., 1985; 

WHO, 1998). 

Os HAPs não são formados apenas em altas temperaturas e chamas 

abertas. Vários processos de carbonização que ocorrem, por exemplo, 

durante a produção de óleo mineral e carvão, levam à formação de HAPs 

pelo decaimento de materiais biológicos e orgânicos a baixas temperaturas 

(inferior a 200oC) e alta pressão em um período superior a milhões de anos. 

Essa transformação é semelhante a pirólise, mas as reações são extremamente 

lentas devido à temperatura envolvida (BJORSETH, A., RAMDAHL, T., 1985; 

WHO, 1998). 

2.1.2. Toxicidade dos HAPs 

Os HAPs possuem toxicidade de moderada à baixa nas exposições 

agudas. Os valores de dose letal 50 (DLso) relatados são, geralmente, maiores 

que l00mg/kg após injeção intraperitonial ou intravenosa e maiores que 

500mg/kg após a administração oral (BJORSETH, A., RAMDAHL, T., 1985; 

WHO, 1998). 

Nos poucos estudos a curto prazo relatados - toxicidade aguda e sub­

aguda -- foram observados efeitos no sistema hematopoiético (BJORSETH, 

A.; RAMDAHL, T., 1985; WHO, 1998). As doses de nenhum efeito adverso 

observado (NOAEL)* e a menor dose em que o efeito adverso é observado 

(LOAEL) .. têm sido obtidas em estudos subcrônicos (de até 90 dias), 

utilizando a via oral como via de introdução. Os valores de NOAEL, 

baseados nos efeitos hematológicos, na hepatoxicidade e na nefrotoxicidade, 

• NOAEL: no-obseroed-adverse-effect levei. 
•• LOAEL: lowest-observed-adverse-effect levei. 
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variaram de 75 a l000mg/kg de peso corpóreo por dia para os HAPs 

acenafteno, antraceno, fluoranteno, fluoreno e pireno, considerados não 

cancerígenos (BJORSETH, A., RAMDAHL, T., 1985; WHO, 1998). 

Alguns estudos de irritação ocular e dérmica foram conduzidos, 

constatando-se a promoção de efeitos adversos sobre esses tecidos. Os efeitos 

dermatológicos adversos observados em animais após a exposição dérmica 

aguda, subaguda e subcrônica aos HAPs incluem a destruição das glândulas 

sebáceas, ulceração dérmica, hiperplasia, hiperqueratose e alterações no 

crescimento de células da epiderme (WHO, 1998). 

A fotosensibilização de contato ou fototoxicidade (uma condição na 

qual a pele torna-se extremamente sensível à luz solar) tem sido relatada em 

estudos com animais expostos a diversos HAPs (CHEMINFO, 2002). 

Compostos fotodinâmicos podem gerar radicais aniônicos superóxidos na 

presença de luz ultravioleta. Na ausência de oxigênio, estes compostos agem 

como agentes fotoredutores. O principal efeito é um prejuízo dérmico (WHO, 

1998). Os efeitos de fototoxicidade do benzo(a)pireno, benzo(a)antraceno, 

indeno(l,2,3-cd)pireno, fluoranteno e o perileno foram comparados, após 

tratamento de fibroblastos humanos com estes compostos seguido de 

irradiação com luz ultravioleta (<400nm) e uma boa correlação foi relatada 

entre os efeitos fotóxicos e o potencial carcinogênico para o benzo(a)pireno e 

o indeno(l,2,3-cd)pireno; o benzo(a)antraceno foi moderadamente tóxico, o 

fluoranteno foi fracamente tóxico e o perileno não foi considerado fototóxico 

(WHO, 1998). 

Vários trabalhos têm relatado efeitos adversos produzidos pelos HAPs 

não relacionados ao desenvolvimento de câncer. De acordo com a publicação 

da WHO (1998), os HAPs afetam tecidos proliferativos como medula óssea, 

órgãos linfóides, gónadas e epitélio intestinal, porém o alvo parece ser os 

sistemas hematopoiético e linfóide, contudo, os estudos para toxicidade a 
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curto e a longo prazo visando outros efeitos adversos são ainda escassos. Os 

efeitos crônicos relatados em animais experimentais expostos consistem de 

leucocitose, alongamento do músculo flexor das pernas, excitação e espasmos 

musculares (WHO, 1998). 

Estudos experimentais têm demonstrado outros efeitos adversos após 

uma exposição a longo prazo, como alterações no fígado, nos rins, nos 

pulmões, no sistema circulatório e no linfático (CHEMINFO, 2002; 

NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE - HAZARDOUS SUBSTANCES 

DATA BANK (HSDB), 2002; REGISTRY OF TOXIC EFFECTS OF 

CHEMICAL SUBST ANCES (RTECS), 2002). Quase todos os estudos 

realizados a longo prazo - toxicidade crônica - foram delineados visando 

avaliar o potencial carcinogênico dos HAPs. No entanto, esses estudos são 

comprometidos devido à complexidade da exposição. 

Os HAPs podem atravessar a barreira placentária e induzir efeitos 

adversos no embrião e no feto. O benzo(a)antraceno, o benzo(a)pireno, o 

dibenzo(ah)antraceno e o naftaleno foram relatos como embriotóxicos 

(WHO, 1998). 

A mutagenicidade tem sido investigada intensivamente para esta 

classe de compostos. Os únicos compostos que não são considerados 

mutagênicos são o naftaleno, o fluoreno e o antraceno, sendo que a evidência 

para alguns compostos é questionável devido a um limitado banco de dados. 

A mutagenicidade é estritamente dependente da ativação metabólica dos 

compostos precursores. O benzo(a)pireno tem sido extensivamente utilizado 

como um controle positivo em uma grande variedade de testes a curto prazo. 

É um composto ativo em diversos ensaios in vivo e/ ou in vitro de e,zd-points, 

os quais expressam eventos moleculares resultantes da exposição ao agente 

tóxico (BUCKER, M., et ai., 1979; WHO, 1998). 
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Muitos trabalhos na área de carcinogenicidade têm sido relatados e, à 

luz dos conhecimentos atuais, os resultados são negativos em 

carcinogenicidade para o fluoreno, o antraceno, o pireno, o perileno e o 

benzo(ghi)perileno. As evidências para classificação destes compostos como 

cancerígenos são questionáveis baseadas em estudos não muito confiáveis ou 

não delineados corretamente. Segundo a IARe, seis HAPs são 

provavelmente cancerígenos para o homem: benzo(a)antraceno, 

benzo(b )fluoranteno, 

dibenzo(a,h)antraceno e 

benzo(k)fluoranteno, 

indeno(l,2,3-cd )pireno. 

benzo(a)pireno, 

Geralmente, o 

desenvolvimento de um tumor depende de inúmeros fatores, entre eles a via 

de administração, a freqüência e o tempo de exposição ao agente. Tecido 

como a pele pode metabolizar os HAPs, tornando-se, assim, órgão alvo, e os 

metabólitos formados no fígado podem alcançar vários alvos no organismo 

por meio da via circulatória (IARe, 1983, 1987; MASTRANGELO, G., et ai., 

1997; WHO, 1998; GOLOMAN, R., et ai., 2001). 

2.1.3. Toxicocinética e toxicodinâmica 

Estudos de absorção, distribuição, biotransformação e excreção são 

essenciais na avaliação da segurança de substâncias químicas. Esses estudos 

servem de base para se interpretar todos os outros estudos toxicológicos 

(KLAASSEN, e.o., 1990; MEOINSKY, M.A., KLASSEN, e.o., 1996; 

PARKINSON, A., 1996; ROZMAN, K.K., KLASSEN, e.o., 1996; OGA, s., 
1996). 

Todos os aspectos de absorção, biotransformação, ativação e excreção 

do benzo(a)pireno têm sido exaustivamente estudados e publicados na 

literatura, no entanto, há pouca informação de muitos outros HAPs como o 
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pireno, objeto de estudo neste trabalho, particularmente, em humanos 

(PHILLIPS, D.H., 1983; WHO, 1998). 

Os HAPs são compostos lipofilicos, solúveis em solventes orgânicos, 

geralmente destituídos de grupos polares e ionizáveis. As principais formas 

de introdução e absorção dos HAPs se dão pelos tratos respiratório, 

gastrintestinal e pela via cutânea. Podem, portanto, ser absorvidos através do 

trato respiratório após a inalação de aerossóis e/ ou material particulado que 

contenham os HAPs, do trato gastrintestinal após a ingestão de água e/ ou 

alimentos contaminados e por via cutânea como resultado do contato com 

materiais relacionados aos HAPs (WHO, 1998). Os HAPs são rapidamente 

absorvidos por via respiratória. A quantidade absorvida é influenciada pelo 

tamanho da partícula em que estão depositados os HAPs e pelo veículo. 

Estudos realizados com animais de experimentação demonstraram a 

absorção de 50 a 80% da dose aplicada de HAPs marcados dissolvidos em 

solvente orgânico. Esta absorção foi reduzida em 20% quando partículas 

sólidas foram incluídas no material aplicado. A absorção oral de 

benzo(a)pireno e de outros HAPs varia com a lipossolubilidade do composto 

e do veículo no qual é administrado (WHO, 1998). Diversos trabalhos 

compilados e publicados pela WHO (1998) indicam que a absorção pela pele 

é um importante fator na estimativa total de exposição a esses compostos. A 

absorção via dérmica pode variar de 25 a 95%. 

Em estudos de distribuição, realizados com roedores, os HAPs e seus 

produtos de biotransformação foram encontrados em quase todos os tecidos 

e, particularmente naqueles ricos em lipídeos. Os níveis encontrados 

dependem de numerosos fatores, que incluem o tipo de HAP, a via de 

administração, o veículo, o tempo após o tratamento em que o tecido é 

avaliado e a presença ou ausência de indutores ou inibidores do metabolismo 

desses hidrocarbonetos no organismo. Os estudos têm demonstrado que os 

níveis detectados ocorrem em quase todos os órgãos internos, que os órgãos 



13 

ricos em tecido adiposo podem servir de depósito e que o trato 

gastrintestinal contém altos níveis de HAPs e seus metabólitos, mesmo 

quando administrados por outras vias, como resultado do clearance 

mucociliar e excreção hepatobiliar (WHO, 1998). 

A biotransformação dos HAPs para compostos solúveis em água é 

complexa. Geralmente, o processo envolve a epoxidação de duplas ligações, 

uma reação catalisada pelo citocromo P450 mono-oxigenase dependente, um 

re-arranjamento ou hidratação de epóxidos a fenóis ou dióis, 

respectivamente, e a conjugação do derivado hidroxilado. Esse sistema 

enzimático, ao oxidar os HAPs, produz epóxidos, principalmente diol­

epóxidos, altamente reativos, que ao formar adutos com o DNA podem ser 

os iniciadores de tumores (WEINSTEIN, I. B.; JEFFREY, A.M.; JENNETTE, 

K.W.; BLOBSTEIN, S.H.; HARVEY, R.G.; HARRIS, C., et al., 1976; 

CLAYTON, G.D., CLAYTON, F.E., 1993-1994; MASTRANGELO, G., et al., 

1997; WHO, 1998; GOLDMAN, R., et al., 2001; NATIONAL LIBRARY OF 

MEDICINE - INTEGRA TED RISK INFORMATION SYSTEM (IRIS), 2002). 

Os hidrocarbonetos são primeiramente oxidados para formar os metabólitos 

da fase I, incluindo os metabólitos primários, como os epóxidos, os fenóis e 

os dihidrodióis, e, então, os metabólitos secundários, como os diol-epóxidos, 

os tetrahidrotetróis e os fenóis epóxidos. Os metabólitos da fase I são então 

conjugados com glutationa, sulfato ou ácido glicurônico para formar os 

metabólitos da fase II, os quais são muito mais polares e solúveis em água 

(MASTRANGELO, G., et al., 1997; WHO, 1998; GOLDMAN, R., et al., 2001). 
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Atençao particular tem sido dada ao metabolismo -dos HAPs em 

tecidos de humanos, que podem estar expostos por meio da alimentaçao e do 

ambiente, pois estes são alvos potenéíais -para o desenvolvimento de cancer 

(WHO, 1998). As células examinadas incluem as dos brônquios, do cólon, as 

células mamárias, os queraf6êitos-; os- monócitos e os linfócitos. O 

. metabolismo dos HAPs pelos macrófagos pulmonares em humanos tem 

recebido atençao, pois estes ·parecem ser responsáveis pela incidência de 

cancer nos brônquios de fumantes (MASTRANGELO, G., et al., 1997; WHO, 

1998; GOLDMAN, R., et al., 2001). 

Embora os mesmos tipos de metabólitos sejam formados pelos HAPs 

em diversas preparações celulares e tissulàrés, ·o nfvel e a razao de formaçao 
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destes metabólitos dependem do tipo de tecido e célula que estão sendo 

estudados e a espécie e a linhagem do animal nos quais os sistemas de 

metabolização foram preparados. Em populações heterogêneas, como a 

humana, a razão de metabolismo depende do indivíduo do qual os tecidos 

ou células serão preparados. Uma variação de 75 vezes na ativação de 

hidrocarbonetos foi relatada em estudos com brônquios humanos, e 

variações similares foram observadas entre células mamárias e macrófagos 

(CERNIGLIA, C.E., 1984; WEIS, L. M., et ai., 1998; WHO, 1998; STEGEMAN, 

J.J., et ai., 2001). 

Os citocromos (CYP) P450 são uma superfamília de hemoproteínas 

que catalisam a oxidação de várias moléculas endógenas tão bem como 

xenobióticos, incluindo os HAPs. Dezenas de genes do CYP-P450 têm sido 

organizados em familias e subfamílias de acordo com sua estrutura de 

cadeias polipeptídeas e quanto a sua especificidade de ação. Alguns CYP 

pertencentes às famílias 1, 2 e 3 são particularmente importantes · no 

metabolismo dos HAPs (OGA, S., 1996; WHO, 1998; STEGEMAN, J.J., et ai., 

2001). 

O CYPlAl parece ser o único gene com capacidade metabólica em 

quase todos os HAPs. A indução deste sistema enzimático é controlada pelo 

receptor arila hidrocarbono (Ah), que pode ser ativado pelos HAPs e, neste 

caso, os HAPs e seus metabólitos podem regular seu próprio metabolismo 

pela indução deste gene (CYPlAl). Após a indução, este gene pode alcançar 

altos níveis na placenta, no pulmão e nas células sanguíneas periféricas. 

Outro membro da família, o CYP1A2, também metaboliza os HAPs, 

todavia, sua capacidade de metabolização é aproximadamente 1/15 que o do 

CYPlAl. O gene CYP1A2 em humanos é muito ativo na formação de 

benzo(a)pireno 7,8-dihidrodiol e na formação de epóxidos a partir do 7,8-

dihidrodiol, além de evidências de ativação do 7,12-
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dimetilbenzo(a)antraceno a espécies mutagênicas. A expressão do CYP1A2 é 

também regulada pelo receptor Ah e, no fígado, por exemplo, o nível de 

CYP1A2 é maior que o do CYP1A1. 

O citocromo da familia 3A é um dos mais abundantes no fígado 

humano. Foi demonstrado em estudo que o CYP3A4 participa ativamente na 

hidroxilação hepática do benzo(a)pireno. Todos esses genes do citocromo P-

450 discutidos são induzíveis e seus níveis de expressão podem ser 

aumentados por estimulo externo (WHO, 1998). 

Alguns HAPs podem agir como substrato para o CYPlB e, o CYP2B 

mostrou ser capaz de metabolizar o benzo(a)pireno a 3 e 9-fenóis e trans­

dihidrodióis, além de provavelmente estar envolvido no metabolismo do 

7,12-dimetilbenzo(a)antraceno. Os níveis destes genes são extremamente 

baixos e, neste caso, têm importante papel no metabolismo dos HAPs apenas 

após a indução (WHO, 1998). 

A subfamília CYP2C contém diversos membros e alguns são expressos 

em altos níveis no fígado. O CYP2C9 e o CYP2C8 metabolizam o 

benzo(a)pireno a 3 e 9-fenóis e trans-dihidrodióis e pode estar envolvida no 

metabolismo do 7,12-dimetilbenzo(a)antraceno e do benzo(a)pireno. Devido 

aos seus altos níveis no fígado parece ter importante papel no metabolismo 

hepático dos HAPs (WHO, 1998). 

A maioria dos metabólitos dos HAPs é excretada com as fezes e a 

urina. A excreção urinária dos metabólitos dos HAPs tem sido mais 

extensivamente estudada em relação à excreção fecal, mas a importância da 

circulação enterohepática dos metabólitos tem levado ao aumento de 

pesquisas nesta área. Estudos detalhados do metabolismo e excreção dos 

HAPs em animais e em hu~anos são restritos, principalmente, a compostos 

mais simples. A maioria dos estudos é realizada in vitro, principalmente com 
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o naftaleno, o antraceno, o fenantreno, o pireno, o benzo(a)antraceno e o 

criseno (WHO, 1998). 

Carcinoge11icidade 

O efeito de carcinogenicidade dos HAPs pode ser explicado por várias 

teorias. Uma delas sugere que a presença do grupo epóxido, do 

intermediário metabólico diol-epóxido, na região em baía do anel benzênico 

saturado, facilita a abertura deste anel, com formação do íon carbônio e 

deslocamento da energia (Figura 3). Este íon é um agente alquilante, 

responsável pelas reações com o DNA. Esta teoria é baseada na suposição de 

que os diol-epóxidos dos compostos precursores são os cancerígenos 

responsáveis pela reação dos grupos epóxidos eletrofílicos com os átomos de 

nitrogênio das purinas do DNA (WEINSTEIN, I. B., JEFFREY, A.M., 

JENNETTE, KW., BLOBSTEIN, S.H., HARVEY, R.G., HARRIS, C., et ai., 

1976; CLAYTON, G.D., CLAYTON, F.E., 1993-1994; MASTRANGELO, G., et 

ai., 1997; WHO, 1998; GOLDMAN, R., et ai., 2001; IRIS, 2002). 
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JERINA, D:M: et al. º(1980fdtado .por ·WHo ·(199Srpostülou à teoria 

eletrofflica bifuncional assumindo a formação de dois fons carbônios. O 

ângulo do anel, ·o" anel si.ibangular·e a região ativa K (Figura 4) desempenham 

papéis decisivos no potencial carcinogênico. Sã.o requeridas duas regiões 

adjacentes ativas. as· HAPs é:óm ·potencial de ·ionização· refàtivamente baixo 

são ativados, via CYP-450, pela oxidação de um elétron (radical catiônico), 

e"iiqüarifo os· ·HAPs .. com·· poteridaI · de 1oruzaçao· ·eievado ··sao ·ativados · pàr 
monoxigenação, formando os epóxidos na região em bafa (ZANDER, M., 

1980; HARVEY, R.G:~ GEACINTOV, N.E., 1988; WHO,-1998). 
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M 

FIGURA 4 - Regiões determinantes para a carcinogenicidade dos HAPs. M: 

região metabólica; E: região de atividade eletrofílica; L: região de 

destoxificação e K: região ambígua. Fonte: WHO, 1998 

As várias teorias para o mecanismo de carcinogenicidade dos HAPs 

levam em conta a estrutura química e o potencial de ionização e são 

confirmadas experimentalmente por meio da detecção de correspondentes 

adutos de DNA nos HAPs que têm sido investigados. No entanto, não se 

pode afirmar que uma única teoria dê conta de explicar o mecanismo de ação 

de todos os HAPs (ZANDER, M., 1980; WEINSTEIN, I.B., JEFFREY, A.M., 

JENNETIE, K.W., BLOBSTEIN, S.H., HARVEY, R.G., HARRIS, C., et ai., 

1976; HARVEY, R.G., GEACINTOV, N .E., 1988; CLAYfON, G.D., 

CLAYfON, F.E., 1993-1994; MASTRANGELO, G., et ai., 1997; WHO, 1998; 

GOLDMAN, R., et ai., 2001). 

A maioria dos estudos conduzidos com os HAPs teve como escopo 

avaliar o potencial de carcinogenicidade. Estudos em diversas matrizes 

ambientais relevantes têm demonstrado que são os HAPs os agentes 

predominantemente responsáveis pelo seu potencial de carcinogenicidade 

(GRIMMER, G., 1983). 
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2.1.4. Fontes de exposição aos HAPs 

Segundo as observações de APOSTOLI, P. et al., (1996) há uma 

carência de dados sobre a exposição a tais compostos. Este fato foi atribuído 

à lacuna nos conhecimentos de toxicologia ocupacional e higiene industrial 

assim como da inexistência de instrumentos e métodos adequados de análise 

como os disponíveis até o referido momento (WHO, 1998). Efetivamente, 

ainda são limitadas as informações quantitativas sobre as emissões dos HAPs 

provenientes de fontes provocadas pelas atividades humanas, assim como 

das fontes naturais (GUERIN, M.R., 1978; BJORSETH, A., RAMDAHL, T., 

1985; HARVEY, R.G., 1985; WILD, S.R., JONES, K.C., 1995; WHO, 1998). O 

Quadro 1 apresenta as principais fontes de HAPs, divididas em estacionárias 

e móveis. 



QUADRO 1 - Fontes de formação e exposição aos HAPs 

Fontes estacionárias 

❖ Aquecimento residencial - fornalhas, lareiras, fomos (madeira e carvão) e 
aquecedores a gás. 
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❖ Atividades industriais: produção de coque, negro de fumo, reforma catalítica de 
petróleo, produção de asfalto e óleos minerais, fundição de alumínio, ligas de ferro 
e aço, carburantes. 

❖ Geração de calor e força. Usinas de geração de força pela queima de carvão ou óleo, 
estação de força de madeira ou turfa• queimada, aquecedores comerciais e 
industriais. 

❖ Queima de cigarro, fumaça de cigarro. 

❖ Incineração e incêndio. Incineradores públicos e industrias, queima de lixo, queima 
florestal e incêndio na agricultura. 

Fontes móveis 

❖ Automóveis a gasolina e a diesel. Queima de borracha de pneus. Tráfego marítimo 
e viário. 

* material fóssil, combustível formado por material vegetal 

Estudos em diversas matrizes ambientais, tais como na combustão do 

carvão, na produção do alumínio, do coque, do asfalto, do alcatrão, do 

betume e do creosoto, bem como na refinação do petróleo, na produção de 

borracha, na exaustão dos motores de veículos, na produção de alimentos 

defumados, na produção e uso de negro de fumo e a fumaça de cigarro, entre 

outras, demonstram a presença dos HAPs. Estes compostos geralmente 

ocorrem em misturas complexas e, devido a este fato e às variações durante 

os processos de geração, ainda não é possível um detalhamento destas 

misturas (BJORSETH, A., RAMDAHL, T., 1985; WRBITZKY, R., et al., 1995; 

APOSTOLI, P., et ai., 1996; MOEN, B.E., et ai., 1996; NIEISEN, P.S., et ai., 
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1996; HARA, K., et ai., 1997; FEUNEKES, F.D.J.R., et ai., 1997; WHO, 1998; 

BENTSEN, R.K., et ai., 1998, 2000; BROUWER, D.H., et ai., 2001). 

Diante da extrema variabilidade de situações onde ocorre exposição 

ocupacional e, ainda, da ausência de métodos analíticos padronizados para a 

determinação destes compostos no ambiente, cria-se a necessidade de 

reconhecer e definir as diversas atividades de trabalho e as características da 

exposição, com o perfil dos HAPs presentes nesses locais, para, se possível, 

estabelecer com maior exatidão o risco ou situações de risco a eles 

correlacionados (BJORSETH, A., RAMDAHL, T., 1985; ANGERER, J., et ai., 

1997; BRZEZNICKI et ai., 1997; GILBERT, N.L., VIAU, C., 1997; 

JONGENEELEN, F.J., 1997; MIELYNSKA, D., et ai., 1997; PYY, L., et ai., 1997; 

BOUCHARD, M., VIAU, C., 1996, 1998; DELL'OMO, M., et al., 1998; 

CHUANG, J.C., et al., 1999). 

Frente à certeza de uma ampla difusão das atividades de trabalho em 

que ocorre a exposição aos HAPs, entende-se que essa temática não tem sido 

tratada com a atenção necessária. Verificou-se nos anos 1980/1990, por meio 

de referências do banco de dados MEDLINE, um aumento sensível de 

publicações (aproximadamente 50 novos trabalhos/ano), relacionadas aos 

HAPs e seus produtos de biotransformação (APOSTOLI, P., et al., 1996). Não 

obstante o crescente estudo em torno do assunto, inexiste uma padronização 

de procedimentos analíticos e do número de HAPs relatados, tomando 

confuso o termo "HAPs Total". Assim, a fim de reduzir estas incertezas, 

muitas medidas e estudos são necessários para diversas fontes de emissão. 

Dentre as muitas atividades nas quais os trabalhadores estão sujeitos 

ao risco de exposição aos HAPs estão as usinas de asfalto (MALAIYAND, M., 

et ai., 1982; BURGAZ, S., 1992, 1998; ELOV AARA, E., et al., 1995; WUNSCH 

FILHO, V., 1995; WHO, 1998; KARAKA YA, A., et ai., 1999; BONNET, P., et 
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ai., 2000; BRANDT, H., et ai., 2000; BURSTYN, I., 2000a, 2000b; IARC, 2001), 

que são enfocadas neste trabalho. 

2.2. Asfalto 

Os materiais betuminosos são constituídos por uma combinação de 

hidrocarbonetos, de cor, de dureza e volatilidade variáveis. Esses 

hidrocarbonetos são produzidos naturalmente ou por combustão, ou por 

ambos associados, encontrados freqüentemente acompanhados por 

derivados não-metálicos e solúveis em dissulfeto de carbono (Cfu). Podem 

ser naturais ou provenientes do refino do petróleo ou da destilação do 

carvão. Aos materiais oriundos do refino do petróleo ou de origem natural 

dá-se o nome de asfalto de petróleo e aos oriundos da destilação do carvão 

dá-se o nome de alcatrão. Existe ainda certa indefinição no que diz respeito 

às diferenças entre betume e asfalto. Betume é uma mistura complexa de 

produtos de petróleo e o asfalto é uma mistura de betume e material mineral 

como pedras e areia. Alcatrão e piche são produtos da destilação de carvão. 

Habitualmente admite-se que o betume é a palavra genérica, englobando 

asfaltos e alcatrões. Da origem etimológica vê-se que, enquanto betume 

significa um corpo cujas características se enquadram nas do piche, o asfalto 

é qualificado como uma espécie de cimento estável que aglutina pedras e 

outros materiais (CONCAWE, 1992; BRITO FILHO, J.A., 1994; SENÇO, W., 

1979; HEIKKILA, P., et ai., 2002). 

Nas refinarias, o petróleo é submetido a diversos processos pelos 

quais se obtém grande diversidade de derivados: gás liquefeito de petróleo 

(GLP) ou gás de cozinha, gasolina, naftas, óleo diesel, gasóleos, querosenes 

de aviação e de iluminação, óleo combustível, asfalto, lubrificantes, 

solventes, parafinas, coque de petróleo e resíduos. As parcelas dos derivados 
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produzidos em determinada refinaria variam de acordo com o tipo de 

petróleo processado. Assim, petróleos mais leves dão maior quantidade de 

gasolina, GLP e naftas, que são produtos leves. Já os petróleos pesados 

resultam em maiores volumes de óleos combustíveis e asfaltos. No meio da 

cadeia estão os derivados médios, como o óleo diesel e o querosene 

(CONCAWE, 1992; BRITO FILHO, J.A., 1994; SENÇO, W., 1979; HEIKKILA, 

P., et ai., 2002). 

A primeira etapa do processo de refino é a destilação atmosférica. Ela 

se realiza em torres de dimensões variadas, que possuem, ao longo da coluna 

principal, uma série de pratos perfurados em várias alturas, um para cada 

fração desejada. O petróleo é pré-aquecido e introduzido na metade da torre 

de destilação. Como a parte de baixo da torre é mais quente, os 

hidrocarbonetos gasosos tendem a subir e se condensar ao passarem pelos 

pratos. Nessa etapa, são recolhidos como derivados da primeira destilação, 

principalmente, gás, gasolina, nafta e querosene. Essas frações, retiradas nas 

várias alturas da coluna, ainda necessitam de novos processamentos e 

tratamentos, para se transformarem em produtos ou servirem de carga para 

outros derivados mais nobres (CONCAWE, 1992; BRITO FILHO, J.A., 1994; 

SENÇO, W., 1979; HEIKKILA, P., et al., 2002). 

As frações mais pesadas do petróleo, que não foram separadas na 

primeira destilação, descem para o fundo da torre e vão constituir o resíduo 

ou a carga para uma segunda destilação, onde recebem mais calor, agora sob 

vácuo. O sistema é mais complexo, mas segue o mesmo processo dos pratos 

que recolhem as frações menos pesadas, praticamente o óleo diesel e o óleo 

combustível. Na parte de baixo, é recolhido novo resíduo, que será usado 

para produção de asfalto ou como óleo combustível pesado (CONCAWE, 

1992; BRITO FILHO, J.A., 1994; SENÇO, W., 1979; HEIKKILA, P., et ai., 2002). 
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FIGURA 5 - Esquema de destilação em uma torre de refino de petróleo com 

destaque a produção de asfalto. Fonte: SENÇO, W., 1979 

O cimento asfáltico de petróleo (CAP), subproduto na refinaria de 

petróleo, constitui-se na grande parcela de ligantes utilizados na 

pavimentação, como impermeabilizante e isolante. O CAP é produzido em 

refinarias a partir de diversos tipos de petróleo. A obtenção ocorre durante o 
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processo de destilação do petróleo sob pressão abnosférica ou sob pressão 

reduzida, seja na presença ou ausência de vapor. É armazenado a cerca de 

150oC em tanques isolados termicamente (Figura 6). O CAP é um material 

escuro e semi-sólido cuja composição depende da complexidade qu1mica do 

petróleo original e o processo de manufatura envolvido na criação do 

produ to- - final - (PUZINAUSKAS, V.P., CORBETT, L.W., 1978; -

PUZINAUSKAS, V.P., 1980; REV AP, 1996). 

FIGURA 6 - Tanque isolado termicamente para o armazenamento do 

Cimento Asfáltico de Petróleo, distrióu1do pela Petrobrás 

O petróleo consiste basicamente de compostos alifáticos, cicloalcanos, 

hidrocarbonetos aromáticos, compostos heterocJclícos contendo nitrogênio, 

oxigênio, enxofre e alguns metais como ferro, ruquel e vanádio. Em termos 

de análise elementar, o CAP é constihifâo-dos-següintes elementos: carbono, 



de 79 a 88%, hidrogênio, de 7 a 15%, oxigênio até 8%, nitrogênio até 3% e 

enxofre até 6%. O CAP pode ser fracionado em quatro tipos de compostos de 

hidrocarbonetos, sendo as duas últimas frações constitufdas de 

hidrocarbonetos aromáticos de núcleos condensados, denominados também 

de hidrocarbonetos aromáticos policfclicos -- HAPs (SPEIGHT, J.G., 1992; 

REVAP, 1996). 

A mistura do cimento asfáltico de petróleo (CAP) com o pó de pedra, 

composto de pedregulhõs e areia, a uma temperatura do maçarico de 

aproximadamente 350ºC origina a mistura asfáltica, mais conhecida como 

asfalto. O produto é acondicionado em caminhões, para uso imediato, ou em 

silo térmico, a uma temperatura que varia de 140 a 180ºC (Figura 7). 

FIGORX"'F-Silo ternúco pará-armazenélII\ento âo asfãlto-produz1do e para o 

abastecimento de caminhões utilizados no transporte do produto para a 

pavimentação 
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A Tabela 1 apresenta um sumário das propriedades físicas, nomes 

químicos e sinônimos, números de CAS" e do Registro de Efeitos Tóxicos de 

Substâncias Químicas (RTECSr para asfalto, fumos de asfalto e tintas à base 

de asfalto. 

TABELA 1 - Propriedades físicas e outras informações sobre asfalto, fumos 

de asfalto e tintas à base de asfalto. 

Informação geral Asfalto Fumos e vapores Tintas de asfalto 
de asfalto 

NúmeroCAS 8052-42-4 - -

Número RTECS CI99000 - -

Sinônimos Betume, cimento de Fumo de betume Tinta de betume 
asfalto, emulsão de 
asfalto, asfalto de 

petróleo 
Estado físico a Sólido ou um líquido Líquido viscoso preto 
temperatura viscoso preto ou ou marrom escuro 

ambiente marrom escuro 

Solubilidade em água Insolúvel Insolúvel Insolúvel 
a 20"C 

Solubilidade em Parcialmente solúvel Pardalmente solúvel Parcialmente solúvel 
solvente orgânico em solvente orgânico em solvente orgânico em solvente orgânico 

alifático e solúvel em alifático e solúvel em alifático e solúvel em 
dissulfeto de carbono dissulfeto de carbono dissulfeto de carbono 

Fonte: HA WLEY'S, 1987; NIOSH, 2000 

Os processos de fabricação do asfalto são efetuados em sistema 

fechado. A exposição humana aos vapores é restrita aos locais de 

carregamento, transporte e manutenção (limpeza dos tanques). Os fumos de 

asfalto, gerados a altas temperaturas, são provavelmente os responsáveis 

• Chemical Abstract Service 
•• Register Technical of Toxic Effects Chemical Substances (RTECS) 
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pela produção dos hidrocarbonetos aromáticos policfclicos (HAPs). Em uma 

usina de asfalto a quente, o produto final pode chegar a 180ºC. 

O Nati.onal Insti.tute for Occupati.onal Safety and Health (NIOSH) efetuou 

levantamentos em várias refinarias dos Estados Unidos da América com o 

propósito de medir concentrações de HAPs, oriundos dos vapores de CAP 

liberados no ar. A maioria dos HAPs detectada, cerca de 88%, é composta de 

dois anéis aromáticos. As informações, relativas à presença de cancerígenos 

em fumos de asfalto gerados em locais de trabalho nos Estados Unidos, são 

limitadas. Estudos epidemiológicos que tratam do risco de câncer em 

trabalhadores de usinas asfalto apresentam resultados limitados e 

inconclusivos (PARTANEN, T.J., BOFFETTA, P., 1994; NIOSH, 2000). A 

detecção ocasional de benzo(a)pireno e outros compostos policfclicos 

aromáticos reconhecidos como cancerígenos em fumos de asfalto gerados 

ocupacionalmente indica que, sob certas condições, estes compostos estejam 

presentes neste ambiente de trabalho (BURGAZ, S., et ai., 1992; NIOSH, 2000; 

HEIKKILA, P., et ai., 2002). 

Estudo relatado na literatura indica que as maiores concentrações de 

HAPs no ar são encontradas durantes as operações de impermeabilização e 

pavimentação, conforme observado na Tabela 2. 

TABELA 2 - Concentração de vapores HAPs no ar em refinarias, em 

atividades de pavimentação e em atividades de impermeabilização. 

Local de trabalho 

REFINARIA 

PAVIMENTAÇÃO 

IMPERMEABILIZAÇÃO 

Total de HPA (mglm3 de ar) 

Não detectado 

2a 13 

10a 112 

Fonte: MALAIY ANDI, M., et al., 1982; REVAP, 1996 
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Em 1977 o NIOSH recomendou um limite de exposição (REL)" de 

5mg/m3 como limite teto para fumos de asfalto medidos como particulado 

total. Este REL tinha a intenção de proteger trabalhadores contra os efeitos 

agudos destes fumos, incluindo a irritação das membranas do tecido 

conjuntivo, do trato respiratório e das mucosas. Em 1988, recomendou que os 

fumos de asfalto fossem considerados como potencial carcinogênico 

ocupacional, baseado em resultados de estudos experimentais. Nestes 

estudos os fumos condensados de asfalto gerados em laboratório induziram, 

em ratos, tumores malignos de pele (NIOSH, 2000). A American Conference of 

Governmental Industrial Hygienists - ACGIH - tem adotado o valor de 

0,5mg/m3 como TLV-TWA. para fumos de asfalto (ACGIH, 2002). Esse limite 

também se baseia nos efeitos irritantes (NORSETH, T., WAAGE, J., DALE, 1., 

1991; CHASE, R.M., et al., 1994). Embora existam relatos desses efeitos, um 

estudo recente não foi capaz de demonstrar uma consistente associação entre 

função pulmonar ou incidência de sintomas e a exposição a fumos de asfalto 

(GAMBLE, J.F., NICOLICH, M.J., BARONE, N.J., et al., 1999). Como existe 

essa divergência, novas pesquisas devem ser desenvolvidas com o escopo de 

esclarecer a ocorrência ou não dos efeitos adversos aos HAPs. 

Os resultados de estudos epidemiológicos indicam que há um 

aumento do risco de câncer ocupacional, principalmente de pulmão, mas não 

há evidência suficiente que atribua este aumento aos fumos de asfalto 

isoladamente ou, concomitantemente, a outras exposições como carvão, 

alcatrão e asbesto. Os dados atuais são considerados insuficientes para a 

quantificação dos riscos agudos e crônicos da exposição aos fumos e aos 

vapores de asfalto. Desta forma, são necessários estudos adicionais em 

trabalhadores de usinas de asfalto para melhor caracterizar a exposição a 

HAPs e avaliar o risco de doenças crônicas, incluindo o câncer ocupacional 

(NIOSH, 2000; BURSTYN, 1., 2000a e 2000b) . 

.. Recommended Exposure Limit 
• Threshold Limit Value - Time Weightef average 
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A IARC caracteriza diferentes HAPs como cancerígenos em humanos 

e animais de experimentação (IARC, 1983). O efeito carcinogênico é a razão 

primordial da preocupação cientifica em relação aos níveis destes compostos 

encontrados no ambiente de trabalho, como pode ser verificado por meio de 

diversos estudos epidemiológicos que demonstram um aumento na 

incidência de câncer em trabalhadores expostos (HUNTER, D., 1975; 

MORTELMANS, K, et ai., 1986; KATIYAR, S.K, et al., 1993; OMLAND, O., 

1994; KOICHI, M., et al., 1996; VINEIS, P., et ai., 1996; POPP, W., et al., 1997; 

KUBIAK, R., et ai., 1999; IARC, 2001). Diversos estudos epidemiológicos 

demonstram uma associação entre o aumento do risco de câncer de pele e de 

pulmão em trabalhadores de usinas de asfalto e dos trabalhadores 

responsáveis pela pavimentação. Este risco parece estar associado à 

exposição ao asfalto ou betume, no entanto, esta associação pode ser 

confundida pela exposição concomitante com o carvão e o alcatrão, os quais 

contem muitos HAPs (HERRICK, R.F. et al., 2000). Além disto, trabalhadores 

de atividades industriais onde os níveis dos HAPs no ar são altos, como 

gasodutos, fornalhas e em indústrias de alumínio, apresentam incidência 

elevada de câncer. A usina de asfalto é uma atividade caracterizada como 

cancerígena para humanos de acordo com a classificação IARC e, com isso, 

uma estratégia de monitorização é sugerida (IARC, 1983, 1984b, 1985; 

HATJIAN, B.A., et ai., 1995). Os fumos de asfalto são relatados na 

documentação dos limites de exposição adotados pela ACGIH como 

"Substâncias Químicas e Outros Assuntos em Estudo" (ACGIH, 2002). 

A determinação destas substâncias pode ser realizada através da 

avaliação ambiental das misturas de HAPs e/ ou de um único HPA 

envolvido. 
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2.3. Pireno e 1-hidroxipireno 

O pireno (CAS 129-00-0) é um dos compostos mais freqüentes no 

grupo dos HAPs. Está presente no ambiente como resultado de processos 

piroliticos e é considerado, pela Agência de Proteção Ambiental - EPA*, junto 

com um grupo de 17 HAPs, um poluente prioritário. A estrutura deste 

composto, com quatro anéis aromáticos e de alto peso molecular (Figura 8), é 

encontrada em moléculas de outros HAPs com potencial de 

carcinogenicidade, embora, muitas fontes classifiquem o pireno como não­

carcinogênico para humanos (IARC, 1984a, 1984b, 1987; WHO, 1998; NETIO, 

A.D.P., et al., 2000; UNITED STATES (EPA U.S.), 2000; RAVELET, C., et al., 

2001; IRIS, 2002). 

PIRENO 

PM = 202,3 

FIGURA 8 - Fórmula estrutural e peso molecular do pireno 

Baseado na sua pressão de vapor (8,9x10-5mm Hg a 25<>C) o pireno 

pode ser encontrado na abnosfera sob a forma de vapor e adsorvido no 

material particulado. A exposição humana a este composto ocorre por meio 

da inalação da fumaça do cigarro, de poluentes abnosféricos, 

,. Environmental Protect AgenetJ 
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particularmente em áreas com trafego pesado ou próximas de indústrias, e 

pela ingestão de água e alimento contaminados. A exposição ocupacional 

pode ocorrer através da inalação e contato dérmico deste composto no 

ambiente de trabalho onde o petróleo, o carvão e o alcatrão são utilizados, ou 

em locais onde processos de combustão são comuns como em plantas de 

coque, fundição de ferro e fábricas de alumínio. Os HAPs considerados 

pesados, com 4, 5 e 6 anéis, são mais persistentes no ambiente geral que 

outros com 2 e 3 anéis e tendem a gerar um potente impacto ambiental 

(IRWIN, R., et ai., 1997; GERDE, P., et ai., 1998; NETIO, A.D.P., et ai., 2000; 

IRIS, 2002). 

Alguns valores obtidos de diversos estudos realizados com o pireno 

são apresentados na Tabela 3. 

TABELA 3 - Estudos de toxicidade aguda e crônica realizados após 

exposição ao pireno 

Estudo Espécie Via de Resultado Efeito observado 
animal introducão 

Toxicidade CamW\dongos lntraperitonial DLso 514mg/kg -
aguda 

Toxicidade Ratos Oral DLso 2700mg/kg conjuntivite, excitação 
aguda e contração muscular 

Toxicidade CamW\dongos Oral DLso800mg/kg conjuntivite, excitação 
aguda e contração muscular 

Toxicidade Ratos Respiratória CLso 170 mg/m3 conjuntivite, excitação 
aguda e contração muscular 

Toxicidade Camundongos Oral DNEAO Efeitos renais -
crônica 75 mg/kg/ day patologia tubular renal 

MDEAO e decréscimo no peso 
125 mg/kg/dav dos rins- Nefropatia 

DL50 = dose letal 50; CLso = concentração letal 50; DNEAO = dose de nenhum efeito 
adverso observado e MDEAO = menor dose em que o efeito adverso é observado. 

Fonte: RTECS, 2002; HSDB, 2002 
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A fototoxicidade (aumento da sensibilidade dérmica na presença da 

luz) é relatada em uma grande variedade de organismos aquáticos e estudos 

com cobaias realizados com o pireno (IRWIN, R., et ai., 1997; WHO, 1998), 

todavia, não há informações suficientes de teratogenicidade e 

embriotoxicidade humana. Um estudo realizado com ratos não demonstrou 

a ocorrência de transferência placentária após a exposição a este composto 

(CHEMINFO, 2002). Os resultados inconsistentes de vários experimentos 

impedem a classificação do pireno como mutagênico (WHO, 1998). 

Os HAPs estão geralmente associados com efeitos retardados como o 

câncer e, freqüentemente, são resultados de uma exposição a misturas 

complexas. No entanto, o pireno não tem sido tratado como um agente 

carcinogênico. De acordo com a EPA U.S. (2000) e a IARC é classificado como 

não-carcinogênico para humanos, caracterizado nos grupos D e 3, 

respectivamente (IARC, 1987; IRWIN, R., et ai., 1997; HSDB, 2002; IRIS, 2002; 

CHEMINFO, 2002). 

Há inúmeras discussões a respeito de quais dos compostos de HAPs 

são classificados como cancerígenos e como são avaliados os riscos 

ecológicos e humanos para as misturas complexas destes compostos. Em 

relação a essas discussões, verificam-se conclusões errôneas provenientes de 

trabalhos incompletos e inconsistentes. No entanto, definir o caminho 

adequado para uma pesquisa objetiva é ainda mais difícil, levando-se em 

conta que um composto de HAP ocorre, habitualmente, na presença de 

outros (IRWIN, R., et ai, 1997; UNITED STATES (EPA U.S), 2000). 

O pireno está presente em praticamente todas as misturas de HAPs 

em concentrações que variam de 2 a 10% do total (BUCHET, J.P., et al.,1992). 

Segundo alguns relatos, este composto pode ser considerado o maior 

componente no conteúdo total dos HAPs encontrados no ambiente e, tendo 

em vista esta abundância, o seu produto de biotransformação foi selecionado 
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para avaliar a exposição a essas substâncias (IARC, 1983; JONGENEELEN, 

F.J., et ai., 1985, 2001; BUCHET, J.P., et ai., 1992; VIAU, C., et ai., 1995a, 1995b; 

APOSTOLI, P., et ai., 1996, 1997; BOUCHARD, M., et ai., 1998; WHO, 1998). 

O pireno é biotransformado no fígado inicialmente em 1-

hidroxipireno (1-OHP) e depois em 1-hidroxipireno-glicuronato. Ambos os 

metabólicos são excretados, via trato gastrintestinal com as fezes e, 

aproximadamente, 10% na urina (DELL'OMO, M., et ai, 1998; WHO, 1998). 

BOUCHARD, M., et ai. (1998) sugerem que o 14C-pireno é rapidamente 

distribuído, biotransformado e eliminado do organismo e o 1-0HP, na urina, 

representa uma fração constante de 14C. 

Na busca de um marcador biológico confiável da exposição aos HAPs 

JONGENEELEN, F.J., et ai. (1985) sugeriram o 1-0HP urinário como um 

biomarcador com tal atributo e, desde então, tem sido muito utilizado 

CTONGENEELEN, F.J., et ai., 1985, 1986, 1987, 1988, 1990; ANGERER, J., et ai., 

1992; BUCKLEY, T.J., 1992; BURGAZ, S., et ai., 1992; CALDERON, F.M., 1993; 

BOOGAARD, P.J., et ai., 1995; GOEN, T.H., et ai., 1995; SINGH, R., et ai., 1995; 

OVREBO, S., et ai., 1995; LEVIN, J.O., 1995; LEVIN, J.O., et ai., 1995; 

MALKIN, R., et ai., 1996; GRIMMER, G., et ai., 1997; ROGGI, C., et ai., 1997; 

POPP, W., et ai., 1997; MIELZYNSKA, D., et ai., 1997; DOR, F., et ai., 2000; 

HERRICK, R.F., et ai., 2000; LAFONT AINE, M., et ai., 2000; FINNISH 

INSTITUTE OF OCCUPATIONAL HEALTH (FIOH), 2001; JONGENEELEN, 

F.J., 1997, 2001). Uma recente pesquisa bibliográfica no banco de dados 

Toxiline, abrangendo os anos de 1985 a 2003, realizada com a palavra chave 

"hydroxypyrene" resultou em aproximadamente 400 artigos relatando 

estudos sobre este biomarcador. Uma recente resenha de biomarcadores de 

HAPs em saúde ambiental e ocupacional sugere o 1-OHP urinário como o 

mais relevante parâmetro para estimar a exposição individual aos HAPs 

(DOR, F., et ai., 2000; JONGENEELEN, F.J., 2001). 
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No trabalho de JONGENEELEN F.J. (2001) foram compiladas 

concentrações do 1-OHP em populações de diversos países não expostas 

ocupacionalmente aos HAPs (LEVIN, J.O., 1995; WHO, 1998). Estas 

concentrações estão na faixa de 0,06 a 0,23 µmoljmol de creatinina (0,18 a 

0,69µg/L). Não foram relatadas diferenças atribuídas à idade e gênero, 

tampouco influência do consumo de bebidas alcoólicas nas concentrações de 

1-OHP. No entanto, foi relatado que a fumaça de cigarro constitui um dos 

maiores fatores de variação (SIWINSKA, E., et al., 1998, 1999; 

JONGENEELEN, F.J., 2001). A ACGIH (2003) sugere a utilização do 1-0HP 

como indicador biológico da exposição (BEis®r aos HAPs, no entanto, o 

valor para tal está em aberto, à espera de informações e sugestões (ACGIH, 

2003). 

2.4. Aspectos analíticos dos HAPs 

Desde 1980 a técnica de cromatografia liquida de alta eficiência tem 

sido de grande utilidade em métodos para a determinação de misturas 

complexas de HAPs, geralmente utilizando uma detecção de fluorescência 

seletiva ou com ultravioleta (W) (BJORSETH, A., & RAMDAHL, T., 1985; 

JOHNSTON, J.J., et ai., 1991; JOHNSON, C., et al., 1999; KIM, H., et al., 1999). 

Diversos estudos citados por BJORSETH & RAMDAHL (1985) descrevem 

que colunas C1s fornecem não somente eficientes separações como também 

diferentes características de seletividade e de retenção para os HAPs. 

A cromatografia liquida tem sido utilizada exaustivamente na análise 

de misturas de HAPs em amostras de ar e outras matrizes, entre as quais a 

urina, como relatado na literatura cientifica (BJORSETH, A. et al., 1985; 

JOHNSTON, J.J., et ai., 1991; JONGENEELEN, F.J., 1997; WHO, 1998; 

.. Biological exposure indices. 
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JOHNSON, C., et ai., 1999; KIM, H., et ai., 1999; LAFONT AINE, M., et ai., 

2000; JONGENEELEN, F.J., 2001). 

Sintetizando o que foi tratado em generalidades como fecho, podemos 

verificar que a determinação das concentrações de HAPs em atmosfera de 

locais de trabalho pode não resultar numa medida da exposição real do 

trabalhador, mas sim de uma estimativa desta exposição devido as diferentes 

vias de introdução do analito no organismo. Sendo assim, além da valiosa 

contribuição da monitorização ambiental, a qual visa identificar e quantificar 

o risco, a monitorização biológica tem sido usada com sucesso como 

procedimento complementar, tornando possível obter informações da real 

absorção das substâncias químicas pelos trabalhadores expostos (BJORSETH, 

A., RAMDAHL, T., 1985; QUE HEE, S.S., 1993; AITIO, A., 1994). Uma 

desvantagem da monitorização ambiental é que esta não leva em conta a 

absorção via dérmica, que é considerada uma importante via de exposição 

aos HAPs, razão pela qual, a monitorização biológica deve, se possível, ser 

também realizada, objetivando completar os resultados da monitorização 

ambiental (BUCHET, J.P., et ai., 1992; VANROOIJ, et al., 1993, 1994; 

BOOGARD & VAN SITTER, 1995; MENDELSOHN, M.L., et al., 1995; 

MALKIN, et ai., 1996; BENTSEN, R.K., et ai., 1998). 

O conhecimento adequado dos efeitos toxicológicos da exposição aos 

HAPs, presentes no ambiente de vida (macro-ambiente) e de trabalho, 

justifica a avaliação do ar do ambiente de trabalho por meio da determinação 

do pireno e a avaliação biológica dos trabalhadores expostos com a 

determinação do 1-0HP urinário. 
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3. OBJETIVOS 

Especifico 

Otimizar e validar uma metodologia para a determinação do 1-

hidroxi pi reno em amostras de urina e outra para a determinação do pireno 

em membrana de teflon e resina adsorvente exposta num ambiente de 

trabalho. 

Geral 

Com os dados do objetivo especifico, procuramos verificar o nível de 

exposição dos trabalhadores de uma usina de asfalto aos HPAs por meio de 

avaliações ambientais e biológicas. 
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4. PLANO DE TRABALHO 

O plano de trabalho delineado para concretizar os objetivos propostos 

foi estabelecido da maneira como segue: 

1) Levantamento e estudo de vários aspectos da exposição humana 

aos HPAs; 

2) Levantamento e estudo dos métodos analíticos propostos para a 

determinação do pireno no ambiente de trabalho e do 1-OHP na 

urina de trabalhadores expostos e não-expostos; 

3) Otimizar as condições de um cromatógrafo líquido de alta 

eficiência (HPLC)* acoplado a um detector de fluorescência para 

a análise do 1-hidroxipireno e do pireno; 

4) Validar os parâmetros analíticos para a determinação do 1-

hidroxipireno em amostras de urina e do pireno em amostras do 

ar; 

5) Otimizar os procedimentos que antecedem a análise, como 

aplicação de questionários, coleta, transporte e armazenamento e 

preparação das amostras para análise; 

• High Performance Liquid Chromatography 
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6) Aplicar um questionário, juntamente com um termo de 

consentimento, aos trabalhadores ocupacionalmente expostos aos 

HP As, conforme documento anexo; 

7) Analisar amostras de urina de indivíduos ocupacionalmente 

expostos aos HPAs e amostras ambientais, coletadas em usina de 

asfalto; 

8) Realizar análises estatísticas apropriadas; 

9) Avaliar os resultados obtidos comparando-os com os relatados 

na literatura e; 

10) Corroborar que o 1-OHP, agora presente na lista da ACGIH, seja 

utilizado como marcador biológico da exposição aos HAPs. 
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5. MATERIAL E MÉTODO 

5.1. Material 

5.1.1. Amostras 

5.1.1.1. Amostras de urina 

As amostras de urina destinadas à otimização dos parâmetros para o 

estudo de validação do método analítico para a determinação do 1-0HP 

foram preparadas a partir de um pool de urina, obtido de alunos de pós­

graduação da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São 

Paulo. As amostras foram colhidas, homogeneizadas e adicionadas com 

solução padrão de 1-hidroxipireno em diferentes concentrações para o 

preparo da curva de calibração, estudo de linearidade, limite de detecção e 

quantificação, precisão, recuperação, efeito da matriz e estabilidade. 

As amostras de urina destinadas à determinação do 1-hidroxipireno 

foram obtidas de trabalhadores expostos aos HAPs, formados e liberados no 

ambiente de trabalho a partir da produção do asfalto a altas temperaturas. 

Foram realizados quatro lotes de amostragem com, aproximadamente, 

40 trabalhadores, totalizando 126 amostras de urina coletadas no final da 

semana e da jornada de trabalho. A coleta das amostras de urina foi realizada 

em um grupo de funcionários responsáveis pela limpeza na área da 

produção ou aqueles que trabalham propriamente na produção do asfalto. 

Foram, também, coletadas amostras de urina de um grupo de indiv(duos de 
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postos de trabalho não ligados, diretamente, à produção do asfalto, tais como 

o ambulatório, o refeitório e a administração. Este grupo foi denominado 

"grupo controle". 

O seguinte procedimento de amostragem foi padronizado: a urina, 

proveniente de única micção, foi coletada diretamente em frascos de 

polietileno, próprios para a finalidade proposta. Após a coleta, as amostras 

foram mantidas e transportadas em caixas de poliestireno até o laboratório 

de Análises Toxicológicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP. 

No mesmo dia da coleta foram realizadas as análises de gravidade específica 

e creatinina (para correção e ajuste dos resultados posteriormente obtidos) e 

então armazenadas a -20ºC (AZEVEDO, F.A., DELLA ROSA, H. V., LEYTON, 

V.O., 1982; ALESSIO, L., et ai., 1985; DELLA ROSA, H.V., et ai., 1991; 

MENDElSOHN, M.L., et ai, 1995; DELLA ROSA, H.V., et ai., 1996; ACGIH, 

2002). 

5.1.1.2. Amostras de ar 

Foram coletadas amostras de ar com o intuito de cobrir mais de 70% 

da jornada de trabalho (dentro do período da exposição) por três dias 

consecutivos. A coleta foi realizada fixando-se uma bomba portátil, como a 

destacada na Figura 9, nos funcionários da usina de asfalto. 
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na zona respiratória do funcionário compreende de um filtro para o 

substrato particulado (C) e de uma resina XAD para o substrato na forma de 

vapor {B , conforme - emonstrado na Figura 9--:-Ã Figura 10--tlustra o mterior 

do cassete opaco utilizado na coleta. 
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FIGURA 10 - Cassete opaco aberto (B e F) a fim de visualizar o seu conteúdo 

constitufdo de suporte (0, anel de separação (D) e filtro 37mm de PIFE (E) 

Na amostragem o tipo pessoal~ of reâJizãaa uma avaliação de acordo 

com as funções dos trabalhadores, ou seja, na produção do asfalto, limpeza e 

manútenção/mecanica. A coleta foi" · realizada entre 7:30 a 12:30 horas, 

perfodo de funcionamento da usina correspondente à produção do asfalto. 

Anterior a êoleta ã bomoa foi calibrada com uma vazão de 1,5 L/min. e após 

aproximadamente 5 horas de coleta foi possível concentrar um volume de 

450 L de ar no elemento de capacitação. 

Foi também utilizada estratégia de procura da "pior situação", 

procedendo-sê à coleta em um ponto fixo junto da lioeraçãodo asfalto no 

caminhão, local este de maior exposição provável aos HAPs (Figura 11). 
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FIGURA 11 - Local de liberação do asfalto produzido para o caminhão de 

distribuição. Ponto fixo no lado esquerdo do caminhão (local da cabine de 

controle) 

Após a coleta do substrato no sistema de capacitação os filtros e os 

tubos com · resina adsorvente foram transportados até o laboratório sob 

refrigeração e protegidos da luz, foram imediatamente e cuidadosamente 

transferidos para frascos âmbar a fim de evitar perdas e contaminação e por 

fim foram armazenados a -20ºC. 

5.1.2. Equipamentos, vidrarias e acessórios 

- Cromatógrafo Hquido de alta eficiência Hewlett Packard® (HP), 

modelo 1100 Series, equipado com desgaseificador a vácuo 

(G1322A), bomba binária {Gl312A), injetor automático {Gl313A), 

compartimento de coluna com termostato (G1316A), detector de 

arranjo de diodos - DAD (G1315A) e um detector de fluorescência 
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HP 1046A, acoplado a computador, Vectra XM 4-5/150, com 

ChemStation; 

- Bomba portátil universal 224-PCXR4, SKC; 

- Calibrador mini-buck calibrator ® M-5; 

- Frascos âmbar de 2,0mL, septos de silicone e tampas de rosca 

Hewlett Packard® (HP); 

- Coluna Supelcosil ™ LC-PAH (15 cm x 4,6 mm ID), 5 µm, 

SUPELCO; 

- Pré-coluna C1s (2 cm x 3,0 mm ID), Sµm, SUPELCO; 

- Colunas de extração Bond Elut C1s 500mg/10mL, Varian® 

(12113027); 

- Sistema de extração a vácuo SUPELCO; 

- Filtro 37mm, 2µm, PIFE, SKC (225-17-07); 

- Anel e suporte de separação de celulose 37mm OD e 32mm ID, 

SKC (225-23); 

- Cassete opaco 37mm, SKC (225-4); 

- Tubo coletor, resina XAD-2 (l00mg/ 50mg), SKC (226-30-01) ou 

SUPELCO (2058); 

- Balança analítica, Sartorius® research R200D; 

- Urodensímetro Urinometer®; 

- Agitador de tubos, Fanem® 251; 
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- Pipetas automáticas de diferentes capacidades volumétricas, 

Finpipette®, Labsystems; 

- Bomba de ar Fabbe Primar® 151/VC; 

- Ultra-som, Thornton®; 

- Peagâmetro Digimed® DMPH-2; 

- Bloco térmico Pierce Reacti-therm Heatin, modelo 18870 com fluxo 

de nitrogênio Reacti-Va 18780; 

- Compressor aspirador Dia-pump®, Fanem; 

- Filtros Millex em polietileno com membrana Durapore® 0,45µm de 

poro, 13 mm de diâmetro, não estéril, Millipore®; 

- Membrana de celulose MFS®, poro 0,45µm, diâmetro 47mm; 

- Sistema de purificação de água Milli-Q Plus, Millipore®; 

- Espectrofotômetro - UV / visível DMS80, Intralab®; 

- Frascos volumétricos 5, 10 e 100 mL; 

Conjunto para filtração a vácuo com funil, base e tampa tubulada 

em vidro borosilicato e garra de alumínio anodizado, Millipore®; 

- Seringas de vidro. 

5.1.3. Padrões e enzima 

- 1-hidroxipireno 98%, CAS 5315-79-7, Aldrich Chemical Co., Inc., 

Milwankee, WI, USA; 
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- Pireno, CAS 129-00-0, Aldrich Chemical Co., Inc., Milwankee, WI, 

USA; 

- P-glucuronidase tipo H-1 (G0751), Sigma-Aldrich® Química Brasil, 

São Paulo, Brasil; 

- EPA 610, Polynuclear Aromatic Hidrocarbon.s Mix, 100-2000µg/mL 

MeOH:CH2Ch (1:1), lot. 4-8743, SUPELCO, USA. 

5.1.4. Reagentes e solventes 

- Tampão de acetato de sódio, solução a 0,lmoljL - pH=S. O acerto 

do pH, quando necessário, foi realizado em peagâmetro usando-se 

solução 0,lM de ácido acético; 

- Acetonitrila, Omnisolv, grau de pureza cromatográfica, Merck®; 

- Metanol, Omnisolv, grau de pureza cromatográfica, Merck®; 

- Ácido acético glacial 100% p.a., Merck®, solução a 0,lM (mol/L); 

- Kit para determinação de creatinina, LABTEST® diagnóstica, cat35, 

Brasil. 

Utilizou-se, no preparo das soluções aquosas, água de grau reagente 

(resistividade > 10 megaohm), Milli Q, Millipore®. 
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5.1.5. Soluções-padrão e fase móvel 

1-hidroxipireno 

Foi preparada uma primeira solução-padrão estoque (SE1) de 1-0HP a 

20.000ng/mL. Esta solução foi armazenada em alíquotas e conservada a -

20ºC. A segunda solução-padrão estoque (SE2) de 1-0HP, a 2.000ng/mL, foi 

preparada a cada teste por diluição da SE1 em metanol. A partir da SE2 

foram preparados os adicionados em amostras de urina para a validação do 

método analítico e acompanhamento de análises posteriores. 

A fase móvel consistiu de solução A (metanol 40% em água) e solução 

B (metanol 100% ). As soluções foram filtradas, através de filtro Millipore 

0,45µm, e desgaseificadas sob pressão. 

Pireno 

Para os ensaios de otimização e validação da metodologia foi 

preparada uma solução-padrão estoque (SE1) de pireno a 430µg/mL 

(430.000ng/mL). Esta solução foi armazenada em alíquotas e conservada a -

20ºC e diluída a cada lote de experimentos. 

A fase móvel consistiu de solução A (acetonitrila 60% em água) e 

solução B (acetonitrila 100% ). As soluções foram filtradas, através de filtro 

Millipore 0,45µm, e desgaseificadas sob pressão. 
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5.2. Casuística 

Avaliação preliminar 

A avaliação ambiental tem como finalidade reconhecer e estimar a 

presença do agente no ambiente de trabalho, para tanto foi requerida uma 

estratégia de amostragem que dependeu de uma fase preliminar de 

reconhecimento, de acordo com os passos abaixo descritos (COLACIOPPO, 

S., 1985; HOFFMANN, P., 1994; LEIDEL, N.A., et ai., 1977): 

Visitar a usina de asfalto para definição do espaço físico e 

elaboração de croqui da área da usina (planta da área 

correspondente a produção do asfalto, a administração, ao 

laboratório, ao almoxarifado, a manutenção, ao ambulatório e ao 

refeitório); 

Observar o número de pessoas no local, caracterizar funções, 

tarefas, atividades (número de expostos e não-expostos); 

Observar quanto tempo o trabalhador está na função ou atividade 

para definir a freqüência da exposição; 

- Observar o ritmo de trabalho, produção, turnos, movimentação do 

pessoal e movimentação das matérias-primas que sejam fontes da 

exposição; 

Anotar as características da área: se confinada, aberta, com 

ventilação forçada, natural, etc. 

A estratégia de amostragem foi definida com base nos dados desta 

visita quando então se estabeleceu o dia e horário de coleta. 
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População estudada 

Foram configurados grupos de trabalhadores, possivelmente expostos 

ou não aos HAPs. Após esclarecimentos sobre o projeto e como condição de 

inclusão neste protocolo de pesquisa foi apresentado aos funcionários um 

termo de consentimento (Anexo I) para os interessados assinarem e após esse 

consentimento foi aplicado um questionário (Anexo II) e distribuído os 

frascos para a coleta de urina no final da jornada de trabalho. 

Os resultados dos questionários, capazes de gerar informações sobre 

hábitos alimentares, sociais, ocupacionais e ambientais, foram de 

fundamental importância no intuito de conhecer possíveis interferências 

externas, facilitando, assim, a interpretação correta dos resultados. Os 

indivíduos foram então classificados em diferentes categorias segundo 

determinadas características informadas no questionário. 

Os funcionários da usina de asfalto foram classificados quanto as 

variáveis: fumantes versus não fumantes e ocupação A versus B. A ocupação 

A corresponde ao grupo de funcionários possivelmente menos exposto aos 

HAPs, que compreendem os funcionários da administração, da cozinha, do 

ambulatório, do laboratório e da limpeza interna e a ocupação B corresponde 

ao grupo de funcionários presentes na área de produção do asfalto, na oficina 

mecânica, aqueles responsáveis pela limpeza da área externa da usina, e, 

ainda, os motoristas do caminhão transportador do asfalto e os 

pavimentadores. 
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5.3. Método 

5.3.1 Otimização das condições cromatográficas 

Foram testadas as seguintes condições cromatográficas para melhor 

separação dos analitos 1-OHP e pireno nas amostras selecionadas: coluna e 

pré-coluna cromatográfica, composição e fluxo da fase móvel, sensibilidade 

do detector de fluorescência, comprimentos de onda no detector de UV e de 

fluorescência, temperatura da coluna e volume de injeção. Esses 

experimentos foram realizados com soluções preparadas em uma faixa de 

concentração de 0,18 a 10,36µg/mL de metanol. 

Com as condições estabelecidas, foram injetadas no aparelho solução­

padrão a 120ng/mL de 1-OHP em metanol contendo naftaleno a 1,0 µg/mL 

(10 replicatas) para estabelecer um intervalo de tempo de retenção relativo 

(trr) do analito (1-OHP) em relação ao padrão interno (PI), o naftaleno. 

5.3.2. Preparação das amostras 

O método para a determinação do 1-0HP em amostras de urina 

permite a determinação deste analito livre e conjugado. A técnica de extração 

inclui uma hidrólise enzimática do conjugado com 25µL J3-glicuronidase/ aril 

sulfatase, seguido de uma purificação da amostra em um cartucho C1s. A 

separação e a identificação ocorrem por cromatografia líquida de alta 

eficiência com detecção por fluorescência OONGENEELEN, F.J., et al.,1986, 

1987; BUCHET, J.P., et ai., 1992; ELOVAARA, E., et ai., 1995; HANSEN, A.M.; 

CHRISTENSEN, J.M., et ai., 1995; HATJIAN, B.A., et ai., 1995; OVREBO, S., et 

ai., 1995; BOUCHARD, M. & VIAU, C., 1996; MOEN, B.E., et al., 1996; 



53 

NIELSEN, P.S., et ai., 1996; ROCGI, C., et ai., 1997; LAFONTAINE, M., et ai., 

2000; PA V ANEL LO, S.; GENOV A, A.; FOA, V., et ai., 2000). 

As amostras de ar foram analisadas por meio da técnica de HPLC com 

detecção por fluorescência, fase móvel acetonitrila/ água e coluna de fase 

reversa 150 x 4.6-mm, 5-µm C1s. A extração foi realizada com acetonitrila em 

banho de ultra-som por um período de 30 a 60 minutos (NIOSH, 1998). 

A Figura 12 ilustra o fluxograma do método para a determinação do 1-

OHP em amostras de urina. A otimização foi baseada neste fluxograma. 



SOLUÇÃO 

DESCARTAR 
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l0mL URINA 

Ajustar pH 5,0 com HO 1,0N + 4 mL de 
tampão acetato de sódio 0,1M (pH 5,0) 

____ _.___+_25---=--µ_L de 13-glicuronidase (2500 U) 

INCUBAR 

a 37°C com agitação (210rpm) -- 16 
horas 

CARTUOIO C18 

condicionamento: 5mL de metanol, 
lOmL de água destilada, amostra 
hid.rolisada tmL/min. Lavar com 8mL 
água 

RESÍDUO (coluna) 

eluir o 1-0HP 
com lOmL de 
metanol 

EVAPORAR 

o solvente a 6()oC 

sob fluxo 
constante de 
nitrogênio 

RESSUSPENDER 

o resíduo com 
1,0mL de metanol 

INJEÇÃO de 20µ1 em HPLC 

FIGURA 12 - Fluxograma do método para a determinação de 1-

hidroxipireno em amostras de urina CTONGENEELEN, F.J., et ai., 1987) 
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A preparação das amostras ambientais seguiu o protocolo do método 

5506 (NIOSH, 1998) e está resumida no fluxograma ilustrado na Figura 13. 

FILTROS E TUBOS ADSORVENTES 

transrenr para rras co âmbar e adicionar 
a 5mL de acetonitril 

EXTRAÇÃO 

manter o frasco 
ultra-som por 60 

FILTRAÇÃO 
1 

tampado em banho de 
minutos 

filtrar as amostra s a 0,45µm em vial 
LC apropriado de HP 

INJEÇÃO de 50µ1 em HPLC 

FIGURA 13 - Fluxograma do método para a determinação do pireno 

coletado nos filtros e tubos adsorventes expostos ao ar respirável pelos 

funcionários da usina de asfalto (NIOSH, 1998) 

5.3.3. Validação de parâmetros analíticos para a determinação do 1-

hidroxipireno em amostras de urina e do pireno nos filtros e tubos 

adsorventes expostos ao ar respirável 

A validação do método proposto consiste da avaliação dos 

parâmetros: robustez, especificidade, limite de detecção, limite de 

quantificação, recuperação, linearidade, curva de calibração, precisão inter e 

intradia e exatidão, descritos a seguir (CHASIN, A.A.M., et ai., 1994, JENKE, 

D.R., 1996; LEITE, F., 1996; THOMPSON, M., 1997; CHASIN, A.A.M., et al., 

1998; BRASIL (ANVISA), 1999; W A TERS, 2002). Os parâmetros foram 
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avaliados para o 1-0HP e para o pireno nas concentrações descritas na 

Tabela 4. 

TABELA 4 - Soluções-padrão de 1-0HP e do pireno nas concentrações 

denominadas neste estudo de concentração baixa (CB), concentração média 

(CM) e concentração alta (CA) 

1-HIDROXIPffiENO PIRENO 
(nymL) (µy/mL) 

CB 2,0 0,107 

CM 20,0 0,430 

CA 30,0 0,860 

Em algumas análises foram utilizadas amostras adicionadas com 5,0 e 

10,0ng/mL (1-OHP) e 0,215 - 0,645 e 1,075µg/mL (pireno), utilizadas como 

controles de qualidade, a fim de melhorar a performance das análises. 

5.3.3.1. Robustez 

A robustez foi avaliada durante a fase de desenvolvimento do método 

analítico com a finalidade de controlar possíveis variações nas condições 

analíticas previamente otimizadas. As variações que podem ocorrer durante 

os procedimentos de extração e identificação do analito em estudo 

determinado por cromatografia liquida são as seguintes: 

Estabilidade das soluções analíticas após o preparo; 

- Tempo de extração do analito; 

Influência da variação de pH da fase móvel; 
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Influência da variação da composição da fase móvel; 

Diferentes colunas (diferentes lotes e/ ou fabricantes); 

Temperatura da coluna; 

- Velocidade de fluxo do eluente. 

5.3.3.2. Especificidade ou efeito da matriz 

Amostras de urina obtidas de seis indivíduos (pool de urina) e 

amostras de metanol enriquecidas com padrão de 1-OHP, nas concentrações 

0,5; 1; 2; 5; 10; 20; 30 e 40ng/mL e o branco, foram preparadas em seis 

replicatas e analisadas. As amostras de urina foram preparadas segundo o 

procedimento descrito na Figura 12. Os dados deste estudo foram utilizados 

a fim de avaliar a interferência da matriz biológica na análise dentro das 

condições otimizadas. 

Qualquer análise por HPLC, do metanol ou do solvente de extração 

e/ ou preparação das amostras e do padrão, que apresentou interferência 

significativa no tempo de retenção do analito em estudo, foi rejeitada. Os 

interferentes podem ser componentes da matriz biológica, outros produtos 

de biotransformação, produtos de decomposição e medicamentos utilizados 

concomitantemente ao estudo. Os resultados entre as curvas de calibração 

obtidas foram comparados quanto à inclinação e à interceptação da reta. 

Este estudo não foi realizado para as amostras ambientais, já que estas 

foram preparadas no próprio solvente analisado, a acetonitrila. 
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5.3.3.3. Limite de detecção 

O limite de detecção (LD) é estabelecido através da análise de soluções 

de concentrações conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nível 

detectável (CURRIE, L.A., 1995). Recomenda-se que o LD seja de 2 a 3 vezes 

superior ao ruído da linha de base e pode ser expresso pela equação: 

LD = DP (1 ou 2) x 3,3 / i.c. 

Onde: DPl = desvio-padrão do intercepto com o eixo do y de várias curvas 

de calibração construídas contendo concentrações do analito próximas ao 

suposto limite de quantificação. DP2 = análise de um apropriado número de 

amostras do branco (10 replicatas); ic = inclinação da curva de calibração. 

O limite de detecção foi obtido a partir da análise de amostra de urina 

adicionada de 0,1; 0,2; 0,5 e lng de 1-OHP/mL. As amostras foram 

preparadas em seis replicatas segundo o procedimento descrito 

anteriormente (Figura 12). 

Para o cálculo do limite de detecção do método para a determinação 

do pireno em amostras de ar, foram preparadas amostras adicionadas de 

0,002; 0,005; 0,01; 0,02; 0,03 e 0,0Sµg de pireno/mL de acetonitrila. As 

amostras foram preparadas em seis replicatas para cada concentração, 

segundo o procedimento descrito anteriormente (Figura 13). 

5.3.3.4. Limite de quantificação 

O limite de quantificação (LQ) deve ser no mínimo cinco vezes 

superior a qualquer interferência da amostra branco no tempo de retenção do 

analito (CURRIE, L.A., 1995). O LQ ~ estabelecido através da análise de 

soluções contendo concentrações decrescentes do analito até o menor nível 
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determinável com precisão e exatidão aceitáveis e pode ser expresso pela 

equação: 

LQ = DP (1 ou 2) x 10 / i.c. 

Onde: DPl = desvio-padrão do intercepto com o eixo do y de várias curvas 

de calibração construídas contendo concentrações do fármaco próximas ao 

suposto limite de quantificação. DP2 = análise de um apropriado número de 

amostras do branco (10 replicatas); ic = inclinação da curva de calibração. 

O limite de quantificação foi obtido a partir da análise de amostra 

adicionada de l,0ng de 1-OHP/mL de urina e 0,0Sµg de pireno/mL de 

acetonitrila. As amostras foram preparadas em seis replicatas segundo os 

procedimentos descritos anteriormente, Figuras 12 e 13, respectivamente. 

O pico de resposta do analito no LQ deve ser identificável e 

reprodutível com precisão de 20% e exatidão de 80 a 120% (CHASIN, 

A.A.M., et al., 1994, 1998; BRASIL, 1999) 

5.3.3.5. Recuperação 

A recuperação do 1-OHP em amostras de urina foi avaliada por 

comparação da concentração obtida, quando a amostra, contendo o analito, é 

submetida ao processo de extração, em relação à concentração obtida quando 

a amostra, sem a presença do analito, é submetida ao processo de extração, 

com adição do padrão antes da análise no HPLC. A preparação das amostras 

foi realizada segundo o procedimento descrito em 5.3.2 (Figura 12). 

A recuperação foi avaliada para as concentrações de LQ CB, CM e CA 

dos analitos. A porcentagem de recuperação dos analitos foi obtida 

aplicando-se a equação: 



60 

concentração com adição antes da extração 
Recuperação = X 100 

concentração com adição após a extração 

Este parâmetro no método para a determinação do pireno em 

amostras ambientais foi calculado como recuperação (R), na análise dos 

filtros, e como eficiência de desorção (ED), na análise dos tubos adsorventes, 

da maneira como segue (NIOSH, 1998): 

(1) Filtros. Os filtros foram transferidos para frasco âmbar. A 

cada frasco foi adicionada concentração conhecida do 

analito que originou as concentrações de 0,860 (CA); 0,430 

(CM); 0,1075 (CB) e 0,053 (LQ) µg de pireno/mL de 

acetonitrila. Foi preparado um total de 30 frascos, 

considerando as concentrações adicionadas em seis 

replicatas mais um lote de seis frascos sem adição do 

padrão (branco). 

(2) Tubos adsorventes. A resina XAD, compactada nos tubos 

adsorventes, foi transferida cuidadosamente a um frasco 

âmbar. A cada frasco foi adicionada concentração 

conhecida do analito que originou as concentrações de 

0,860 (CA); 0,430 (CM); 0,1075 (CB) e 0,053 (LQ) µg de 

pireno/mL de acetonitrila. Foi, também, preparado um 

total de 30 frascos, considerando as concentrações 

adicionadas em seis replicatas mais um lote de seis frascos 

sem adição do padrão (branco). 

(3) Os frascos com os filtros e as resinas foram mantidos à 

temperatura ambiente por 12 horas (durante a noite) até a 

sua preparação conforme descrito em 5.3.2 (Figura 13). 
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(4) Foi construído um gráfico de R versus quantidade 

encontrada e outro de ED versus quantidade encontrada. 

Os coeficientes de determinação foram obtidos. 

5.3.3.6. Linearidade e curva de calibração 

Para verificar a faixa de linearidade do método foram adicionadas, ao 

pool das amostras de urina, soluções-padrão de 1-OHP, de modo a obter as 

seguintes concentrações: 0,2; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 20; 40; 80; 120; 160 e 

200ng/mL. A curva de calibração para o 1-OHP foi preparada na faixa de 

concentração de maior interesse (0,5 a 40ng/mL), verificando-se a resposta 

da curva "área do pico x concentração do 1-OHP". Essas amostras foram 

preparadas em seis replicatas, segundo procedimento descrito na Figura 12. 

A linearidade para o pireno foi avaliada com as seguintes 

concentrações: 0,005(LD); 0,010; 0,021; 0,053 (LQ); O, 1075 (CB); 0,215; 0,430 

(CM); 0,645; 0,860 (CA) e 1,075µg de pireno/mL de acetonitrila. Essas 

amostras foram preparadas em seis replicatas, segundo procedimento 

descrito na Figura 13. A curva de calibração preparada a cada lote de 

amostras compreende das concentrações de LD, LQ CB, CM e CA, as demais 

concentrações foram utilizadas como controle de qualidade. 

5.3.3.7. Estudo de precisão inter e intra ensaio 

Recomenda-se, no mínimo, a análise de três concentrações (baixa, 

média e alta) dentro da faixa de limite esperado, realizando-se pelo menos 

cinco réplicas. O CV não deve exceder 15%, exceto para o LQ para o qual se 
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admite valor menor ou igual a 20%. Deve-se realizar análises em um único 

dia e em vários dias (ensaios intra-dia e inter-dias) (BRASIL, 1999). 

Para avaliar a precisão, amostras de urina, enriquecidas com quatro 

concentrações diferentes: LQ CB, CM e CA de 1-0HP, e solução de 

acetonitrila, nas concentrações de LQ CB, CM e CA de pireno, foram 

preparadas em seis replicatas, segundo os procedimentos descritos nas 

Figuras 12 e 13, respectivamente, analisadas no mesmo dia, para o 

estabelecimento da precisão intra-dia, e preparadas e analisadas em cinco 

dias consecutivos, para a precisão inter-dias. Os cálculos para o 

estabelecimento dos coeficientes de variação para os ensaios descritos foram 

realizados por meio de análise estatística ANOV A: fator único e pelo cálculo 

de coeficiente de variação - CV% (TSANACLIS, L.M., 1997, 2000; CHASIN, 

A.A.M., et ai., 1998). 

5.3.3.8. Exatidão 

A exatidão do método deve ser determinada após o estabelecimento 

da linearidade, do limite de quantificação e da especificidade do mesmo. É 

definida como a diferença entre o valor teórico presente na amostra e o valor 

obtido na análise. Determina-se pela análise de amostras contendo 

quantidades conhecidas do analito, em três concentrações (baixa, média e 

alta) dentro da faixa de limite esperado, realizando-se pelo menos cinco 

réplicas. O desvio não deve exceder 15%, exceto para o LQ para o qual se 

admite valores menores ou iguais a 20% (CHASIN, A.A.M., et ai., 1998; 

BRASIL, 1999). 

Para o estudo da exatidão, amostras de urina, enriquecidas com três 

concentrações diferentes: CB, CM e CA de 1-0HP, e solução de acetonitrila, 

nas suas respectivas concentrações de CB, CM e CA de pireno, foram 
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preparadas em seis replicatas para cada concentração, segundo o 

procedimento descrito em 5.3.2, Figuras 12 e 13, respectivamente. A exatidão 

foi avaliada através da inexatidão ou tendenciosidade (bias) representada 

pela equação: 

(concentração obtida - concentração teórica) 
Inexatidão (%) = [ ] X 100 

(concentração teórica) 

5.3.3.9. Estabilidade 

A estabilidade do analito é avaliada por meio da comparação da 

concentração obtida no tempo zero e após o período de armazenamento 

(CHASIN, A.A.M., et al., 1994). 

Amostras do pool de urina enriquecidas com três concentrações 

diferentes: CB, CM e CA foram preparadas e armazenadas em alíquotas até 

serem analisadas, segundo o procedimento descrito em 5.3.2 (Figura 12). Foi 

avaliada a estabilidade do analito em temperatura ambiente, em período de 5 

dias, em geladeira, no período de até 60 dias e, em freezer (-20ºC), no período 

de 30, 120 e 360 dias. O estudo foi realizado para o 1-hidroxipireno que 

utiliza urina como matriz biológica. 

A estabilidade do analito foi avaliada pelo aumento da inexatidão, 

sendo consideradas amostras estáveis as que mantiverem seus resultados 

dentro de uma margem de inexatidão de até 10%. A variação é calculada 

considerando a média da 1° análise como 100%. 
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As amostras de urina foram corrigidas e ajustadas pela gravidade 

específica e creatinina urinária. A gravidade específica foi medida com 

auxilio de um urodensímetro e os teores de creatinina urinária foram 

determinados por método espectrofotométrico com o amparo de um "kit'' da 

marca Labtest®. Estas análises foram realizadas antes do congelamento das 

amostras de urina. 

5.3.5. Determinação do 1-hidroxipireno em amostras de urina de 

trabalhadores de uma usina de asfalto 

Nos períodos de julho de 2001, maio, novembro e dezembro de 2002 

foram realizadas as quatro amostragens de urina para a determinação do 1-

hidroxipireno urinário. A coleta, conforme descrita no item 5.1.1.1, foi 

realizada em períodos diferentes com o intuito de estabelecer um 

acompanhamento da exposição dos trabalhadores da usina de asfalto aos 

HAPs. As amostras foram preparadas conforme 5.3.2 e a concentração 

expressa em ng/mL (µg/L) foi corrigida pela creatinina. 

5.3.6. Determinação do pireno nos filtros e tubos adsorventes expostos ao 

ar respirável pelos trabalhadores na usina de asfalto 

Foram realizadas as coletas de amostra de ar por meio dos filtros e 

tubos adsorventes expostos ao ar respirável pelos trabalhadores na usina de 

asfalto para a determinação do pireno. As amostras foram preparadas 

conforme 5.3.2. e analisadas com HPLC acoplado a um detector de 

fluorescência para sua quantificação. 
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5.3.7. Análise estatística 

Os dados obtidos nas avaliações ambientais e biológicas, assim como 

nos questionários aplicados, foram compilados em um banco de dados 

utilizando-se o programa Microsoft® Excel 2000. Os testes estatísticos foram 

realizados com auxílio do software GraphPad Instai® 3.0, com intervalo de 

confiança de 95%. 

Foram comparadas as seguintes variáveis entre os funcionários da 

usina de asfalto: fumantes versus não fumantes e ocupação A versus B. A 

ocupação A corresponde ao grupo menos exposto, que compreendem os 

funcionários da administração, da cozinha, do ambulatório, do laboratório e 

da limpeza interna e a ocupação B corresponde ao grupo de funcionários da 

área de produção, limpeza da área externa da usina, oficina mecânica, 

pavimentadores e tráfego. Para estas variáveis foi aplicado o teste Mann­

Whitney (teste não pareado e não paramétrico). 

A possível correlação entre as concentrações do pireno, obtido nos 

filtros e tubos adsorventes utilizados para a capacitação do ar da usina de 

asfalto, e do 1-0HP urinário, obtido nas amostras dos funcionários da 

mencionada usina, foi verificada através do cálculo do Coeficiente de 

Correlação (r) Pearson (correlação paramétrica) e Spearman (correlação não 

paramétrica). 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Avaliação preliminar 

A proposta à usina de asfalto para a participação neste projeto de 

pesquisa foi realizada, primeiramente, ao seu superintendente e, então aos 

supervisores dos setores e aos trabalhadores diretamente envolvidos. 

As instalações industriais da usina de asfalto participante deste projeto 

de pesquisa são constituídas de equipamentos complexos que se destinam à 

produção de misturas betuminosas a quente. Nestas instalações, tanto os 

agregados minerais, como os ligantes e o cimento asfáltico são misturados a 

altas temperaturas (~350ºC). 
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FIGURA 14 - Instalações prediais da usina de asfalto. 
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A avaliação preliminar foi realizada nas instalações prediais da usina 

de asfalto, observada na Figura 14, e constituem-se de: 

Setor 1: situado junto ao alinhamento da rua A, possui área 

aproximada de 550 metros quadrados de projeção. Possui dois 

pisos (1 ") piso térreo - portaria, sala de licitações, unidade de 

tráfego, departamento pessoal, cozinha industrial, refeitório e sala 

de aulas, (2º) piso superior recepção, gabinete da 

superintendência, expediente, supervisões técnicas, engenharia, 

informática, reprografia, contabilidade, protocolo, administração e 

anfiteatro. É uma área confinada, com ventilação natural quando o 

tempo propicia e com muito ruído da usina e da rua próxima. Área 

construida com estrutura de concreto e iluminação com lâmpadas 

fluorescentes. 

Setor 2: construção situada junto à rua B, com área aproximada de 

projeção de 1.380 metros quadrados. Abriga as seguintes 

dependências: laboratório de asfalto, almoxarifado, laboratório de 

concreto/ solos, vestiário, oficina elétrica industrial, depósitos, 

cabine primária de energia elétrica e zeladoria. Área confinada com 

pouca ventilação e luz natural. A sala de balança é uma sala única 

com janelas voltadas para a circulação dos caminhões. 

Setor 3: construção contígua à rua C, com área aproximada de 580 

metros quadrados. Abriga as seguintes dependências: oficina de 

manutenção industrial, ferramentaria, tornearia, vestiários, oficina 

mecânica de autos, maquinas e móveis, oficina elétrica de veículos 

e depósitos. Área confinada com poucas e pequenas janelas, porém 

com grandes portas abertas ao pátio da usina (Figura 15). 
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FIGURA 15 - Oficina mecanica com um portão localizado no lado esquerdo 

da figura 

Setor 4: galpao const:rurdo eim éstnifura metálica, ·com área.de" 3:200 

metros quadrados, destinado ao armazenamento de agregados 

~ nerais a serern- utirizaaos- no- sistema produtivo de misturas 

asfálticas. Área aberta (Figura 16). 
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FIGURA 16 - ·cáfpáô . para depósitos ·de agregádos· asfáffkôs . {pedras· e 

pedregulhos), matéria-prima para a produção do asfalto 

usma e asfa to conta am a com as seguintes construções 1so a as: 

ambulatório médico, cabines de operação das usinas, casa de compressores, 

sala de caldeuas e posto de lavagem e -lubriiicação, totalizan o uma área -

aproximada de 500 metros quadrados. 

População estudada 

A usina possui um quadro de 214 funcionários divididos em três 

turnos de trabalho. Primeiro turno das 8:00 às 16:00 horas, segundo turno das 

16:00 às 24:00 horas e um terceiro das 24:00 às 8:00 horas do dia seguinte. 
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Embora os turnos de trabalho serem previamen'te instituídos, a organização 

do trabalho é gerada aleatoriamente. A grande maioria dos funcionários 

pertence ao primeiro turno, período no qual foram realizadas as coletas das 

amostras. Na área da produção há entre 30 a 40 funcionários. As coletas 

foram acompanhadas por pessoal da Medicina do Trabalho e da Comissão 

Interna de Prevenção de Acidentes - CIP A. 

Algumas características dos trabalhadores responsáveis pela doação 

das amostras de urina estão descritas na Tabela 5. Os trabalhadores foram 

classificados pelo tempo de trabalho na empresa, função, idade e hábito de 

fumar. Esses dados foram utilizados posteriormente na análise estatística. 
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TABELA 5 - Característica da população avaliada para a determinação de 1-

hidroxipireno em amostras de urina 

Trabalhador Idade Sexo Hábito Tempo de trabalho Setor de trabalho 
defumar no setor (anos) 

0001 55 F F 10 Cozinha (A) 

0002 44 M F 02 Cozinha(A) 

0003 51 F NF 01 Cozinha (A) 

0004 47 F F 06 Ambulatório (A) 

0005 64 F F 21 Administração (A) 

0006 42 F NF 10 Administração (A) 

0007 30 F NF 00 Controle (A) 

0008 59 M NF 20 Oficina mecânica (B) 

0009 54 M NF 04 Administração (A) 

0010 43 M NF 21 Pavimentação (B) 

0011 38 M NF 10 Produção (B) 

0012 42 M NF 02 Laboratório (A) 

0013 50 M NF 10 Oficina mecânica (B) 

0014 56 M NF 11 Tráfego (B) 

0015 52 M F 16 Administração (A) 

0016 41 M NF 10 Tráfego (B) 

0017 41 M F 11 Produção (B) 

0018 35 M F 12 Laboratório (A) 

0019 32 M F 01 Pavimentação (B) 

0020 45 M NF 19 Produção (B) 

0021 57 M NF 18 Oficina mecânica (B) 

0022 51 M F 30 Administração (A) 

0023 47 M NF 15 Oficina mecânica (B) 

0024 52 F NF 14 Laboratório (A) 

0025 53 M NF 22 Oficina mecânica (B) 

0026 41 F F 02 Laboratório (A) 

0027 45 M NF 17 Oficina mecânica (B) 

0028 50 M NF 20 Pavimentação (B) 

M: sexo masculino, F: sexo feminino, NF: não fumante e F: fumante. 
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TABELA 5 - Característica da população avaliada para a determinação de 1-

h.idroxipireno em amostras de urina (continuação) 

Trabalhador Idade Sexo Hábito Tempo de trabalho Setor de trabalho 
defumar no setor (anos) 

0029 55 M NF 14 Oficina mecânica (B) 

0030 51 M NF 06 Produção (B) 

0031 44 M F 30 Oficina mecânica (B) 

0032 39 M F 14 Pavimentação (B) 

0033 46 M NF 21 Oficina mecânica (B) 

0034 60 M NF 10 Almoxarifado (A) 

0035 53 M NF 22 Oficina mecânica (B) 

0036 47 M NF 15 Oficina mecânica (B) 

0037 52 M NF 12 Oficina mecânica (B) 

0038 54 M NF 04 Administração (A) 

0039 61 M NF 12 Produção (B) 

0040 67 M NF 01 Administração (A) 

0041 48 M NF 20 Oficina mecânica (B) 

0042 59 M F 20 Oficina mecânica (B) 

0043 52 M NF 16 Pavimentação (B) 

0044 58 M NF 33 Oficina mecânica (B) 

0045 50 M NF 18 Administração (A) 

0046 50 F NF 10 Laboratório (A) 

0047 57 M NF 12 Oficina mecânica (B) 

0048 54 M NF 10 Administração (A) 

0049 47 F NF 01 Ambulatório (A) 

0050 65 F NF 20 Ambulatório (A) 

0051 53 M NF os Administração (A) 

0052 54 M NF 11 Administração (A) 

0053 50 M NF 01 Administração (A) 

0054 35 F NF 19 Limpez.a (A) 

0055 52 M F 20 Administração (A) 

0056 40 M F 14 CIPA (A) 

M: sexo masculino, F: sexo feminino, NF: não fumante e F: fumante. 
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TABELA 5 - Característica da população avaliada para a determinação de 1-

hidroxipireno em amostras de urina (continuação) 

Trabalhador Idade Sexo Hábito Tempo de trabalho Setor de trabalho 
de fumar no setor (anos) 

0057 53 F NF 12 Limpeza (A) 

0058 43 M NF 19 Administração (A) 

0059 44 F F 08 Limpeza (A) 

0060 55 F NF 10 Cozinha (A) 

0061 56 M NF 11 Tráfego (B) 

0062 24 F NF 01 Limpeza (A) 

0063 41 M NF 17 Oficina mecânica (B) 

0064 44 M NF 21 Pavimentação (B) 

0065 32 F NF 09 Administração (A) 

0066 61 M F 03 Oficina mecânica (B) 

0067 64 M F 02 Limpeza geral (B) 

0068 59 M F 10 Administração (A) 

0069 61 M F 02 Limpeza geral (B) 

0070 62 M F 01 Limpeza geral (B) 

0071 51 M F 01 Limpeza geral (B) 

0072 56 M F 02 Limpeza geral (B) 

0073 57 M NF 01 Administração (A) 

0074 56 M F 02 Limpeza geral (B) 

0075 21 M F 01 Limpeza geral (B) 

0076 50 F NF 02 Limpeza geral (A) 

0077 57 M NF 16 Pavimentação (B) 

0078 38 M F 02 Limpeza geral (B) 

0079 33 M NF 01 Limpeza geral (B) 

0080 65 F NF 06 Ambulatório (A) 

0081 55 F NF 06 Ambulatório (A) 

0082 56 M NF 20 Oficina mecânica (B) 

0083 30 F NF 00 Controle (A) 

0084 56 M NF 02 Limpeza geral (B) 

M: sexo masculino, F: sexo feminino, NF: não fumante e F: fumante. 
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TABELA 5 - Característica da população avaliada para a determinação de 1-

hidroxipireno em amostras de urina (continuação) 

Trabalhador Idade Sexo Hábito Tempo de trabalho Setor de trabalho 
de fumar no setor (anos) 

0085 49 M F 01 Limpeza geral (B) 

0086 49 M NF 01 Limpeza geral (8) 

0087 32 M NF 01 Limpeza geral (B) 

0088 47 F NF 09 Cozinha (A) 

0089 49 M NF 01 Limpeza geral (8) 

0090 57 M F 18 Oficina mecânica (8) 

0091 42 F NF 02 Laboratório (A) 

0092 33 F NF 01 Limpeza (A) 

0093 44 M NF 21 Pavimentação (8) 

0094 57 M NF 01 Administração (A) 

0095 47 F NF 06 Ambulatório (A) 

0096 44 F NF 08 Limpeza (A) 

0097 54 M NF 04 Pavimentação (B) 

0098 47 M F 15 Oficina mecânica (8) 

0099 52 M NF 12 Oficina mecânica (8) 

0100 51 M F 30 Tráfego (8) 

0101 41 M NF 10 Tráfego (B) 

0102 59 M F 20 Oficina mecânica (B) 

0103 67 M NF 01 Tráfego (B) 

0104 56 F NF 02 Limpeza (A) 

0105 40 M F 12 CIPA (A) 

0106 61 M NF 12 Produção (8) 

0107 50 M NF 10 Tráfego (8) 

0108 53 F NF 12 Limpeza (A) 

0109 52 M NF 10 Administração (A) 

0110 65 F NF 06 Ambulatório (A) 

0111 F NF 00 Controle (A) 

0112 57 M NF 18 Oficina mecânica (B) 

M : sexo masculino, F: sexo feminino, NF: não fumante e F: fumante. 



76 

TABELA 5 - Característica da população avaliada para a determinação de 1-

hidroxipireno em amostras de urina (continuação) 

Trabalhador Idade Sexo Hábito Tempo de trabalho Setor de trabalho 
de fumar no setor (anos) 

0113 54 F NF 10 Administração (A) 

0114 44 M NF 21 Pavimentação (B) 

0115 59 M F 20 Oficina mec:Anica (B) 

0116 50 M NF 10 Oficina mecânica (B) 

0117 53 M NF 22 Oficina mecânica (B) 

0118 47 M NF 15 Oficina mecânica (B) 

0119 43 F F 01 Limpeza (A) 

0120 53 F F 12 Limpeza (A) 

0121 43 M NF 19 Administração (A) 

0122 51 M F 30 Administração (A) 

0123 52 M F 01 Oficina mecânica (B) 

0124 52 F NF 01 Limpeza (A) 

0125 51 M NF 12 Oficina mecânica (B) 

0126 67 M NF 01 Administração (A) 

M: sexo masculino, F: sexo feminino, NF: não fumante e F: fumante. 

A aplicação do questionário aos trabalhadores da usina de asfalto 

possibilitou a coleta de dados para a descrição e posterior análise estatística 

com as características informadas pela população estudada. Outro fator 

importante foi a coleta de múltiplas amostras, pois quanto maior a 

amostragem, menor será a dispersão dos resultados e quanto menor a 

dispersão, maior ou melhor pode ser a correlação encontrada. 

6.1. Otimização das condições cromatográficas 

A otimização de um método precede a validação, já que as condições 

analíticas, uma vez otimizadas, não devem ser alteradas após a sua 

validação. Validar é estar com o objetivo voltado para a confiabilidade 
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analítica do laboratório e do método escolhido e otimizado para se obter 

resultados que se enquadrem às necessidades do problema em questão 

(CHASIN, A.A.M., et ai. , 1994; APOSTOU, P., 1995; HANI<S, A. R., 1995; 

JENKE, D. R., 1996; CHASIN, A.A.M., et al., 1998; BRASIL, 1999). 

Os primeiros experimentos de otimização, do equipamento e da 

me todologia proposta na literatura, estão ilustrados nas Figuras 17 e 18, 

respectivamente. 

TESTE 1 

,..--. 
250 y = 20,026x + 12,831 ê • 

' 200 R2 
= 0,9894 --

5 150 - - __ ,,..-
.___,. --
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o 4 8 12 

Concentração ( ug/ ml) 

FIGURA 17 - Curva de calibração de solução-padrão de 1-hidroxipireno com 

d e tecção em DAD - UV (nm) 
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TESTE2 
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FIGURA 18 - Curva de calibração de solução-padrão de 1-hidroxipireno com 

de tecção em FLD (%F*s) 

A análise realizada com detecção fluorescente (FLD) mostrou-se 

específica para o analito proposto (1-OHP). A curva de calibração por 

detecção em FLD gerou um coeficiente de determinação adequado com r2 = 

0,9997 (Figura 18), diferentemente do resultado obtido por detecção por rede 

de diodos (DAD) com r2 = 0,9894 (Figura 17), o qual encontra-se no limite do 

recomendado (limite aceito: 1 > r2 > 0,98) (CHASIN, A.A.M., et al., 1994 e 

1998). 

Para a melhor separação cromatográfica dos analitos em estudo (1-

OHP e pireno) foram estabelecidas as condições cromatográficas expressas 

na Tabela 6. 
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TABELA 6 - Condições cromatográficas otimizadas para a análise do 1-0HP 

e do pireno 

Condições 1-0HP Pireno 

Colm1a cromatográfica Supelcosil LC-P AH Supelcosil LC-PAH 

(15cm x 4,6mmlD, Sµm) (15cm x 4,6mmID, 5µm) 

Pré-colm1a - Pré-coluna C1s 

(2cm x 3,0 mm ID, Sµm) 

Temperatura da coluna 4QoC 3QoC 

Comprimento de onda no Excitação: 242nm Excitação: 237nm 

detector de fluorescência Emissão:388nm Emissão: 385nm 

Fluxo do eluente O,SmL/min. 1,0mL/min. 

Para o 1-0HP foram realizados testes com sinal em 242, 288 e 388nm 

no detector de ultravioleta (DAD). Os cromatogramas, nos referidos 

comprimentos de onda, estão ilustrados na Figura 19. 
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FIGURA 19 - Cromatogramas representando o pico do 1-hidroxipireno nos 

diversos comprimentos de onda. DAD 242nm (azul), DAD 288 (vermelho), 

DAD 388 (verde) e FLD com tr = 8,042 min (rosa), na concentração de 

2,5 ng/mL 

Pode-se observar, nas Figuras 20, 21 e 22, o estudo de fluxo realizado 

para definir a melhor separação do 1-OHP e seu padrão interno (naftaleno) 

nos fluxos de 0,7; 0,8 e 0,9· mL/ min., respectivamente. 
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FIGURA 20 - Cromatogramas em DAD - separaçao do naftaleno (NF) com 

tempo de retençao (tr) em 8,863 min. (1) e 1-0HP com trem 9,383 min. (2) e 

em FLD - pico do 1-0HP com trem 9,464 (3). Fluxo: 0,7 mL/ min. Eixo y = %F 

e eixo x = minutos 
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FIGURA 21 - Cromatogramas em DAD - separaçao do naftaleno (NF) com 

tempo de retençao (tr) em 7,569.min. (1) e 1-0HP com tr em·7,986 mm. (2) e 

em FLD - pico do 1-0HP com trem 8,059 (3). Fluxo: 0,8 mL/min. Eixo y = %F 

e eixo x = minutos 
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FIGURA 22 - Cromatogramas em DAD - separação do naftaleno (NF) com 

tempo de i eferiçáo (tr) em 6,541 iiüii.. {1) e 1-0HP com trem 6,691 iiüii.. (2) e 

em FLD - pico do 1-OHP com trem 6,769 (3). Fluxo: 0,9 mL/ min. Eixo y = %F 

e eÍXO X = minutos 

O tempo de retenção relativo (trr) do 1-OHP/naftaleno no DAD foi de 

1,076 ± 0,01 com um coeficiente de variação igual a 1,019. Resultado descrito 

na Tabela 7. 
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TABELA 7 - Resultados do tempo de retenção do 1-hidroxipireno (1-0HP) 

em relação ao naftaleno (PI), denominado tempo de retenção relativo (trr) 

TR A B Trr Trr 
PI (DAD) 1-0HP (FLD) 1-0HP (DAD) A/PI B/PI 
8,741 9,380 9,286 1,073 1,062 

8,729 9,372 9,281 1,074 1,063 

8,724 9,363 9,275 1,073 1,063 

8,855 9,464 9,377 1,069 1,059 

8,855 9,461 9,377 1,068 1,059 

8,746 9,676 9,291 1,106 1,062 

8,760 9,390 9,304 1,072 1,062 

8,742 9,377 9,298 1,073 1,064 

8,715 9,368 9,280 1,075 1,065 

8,730 9,384 9,295 1,075 1,065 

Média 8,760 9,424 9,306 1,076 1,062 

DP 0,052 0,096 0,038 0,011 0,002 

CV% 0,591 1,019 0,411 1,019 0,193 

DP = desvio padrão; CV = coeficiente de variação; TR = tempo de retenção. 

O naftaleno (NF), preconizado por BOUCHARD, M. & VIAU, C. 

(1996), foi avaliado como padrão interno para eliminar as variações e 

compensar as possíveis perdas advindas durante os procedimentos de 

extração, purificação e injeção da amostra (Figuras 20, 21 e 22), além de 

auxiliar a identificação do 1-OHP por meio do tempo de retenção relativo 

(trr) do 1-OHP /NF (Tabela 7). No entanto pode também ser observado nas 

Figuras 23 e 24 que não foi possível a detecção do naftaleno por fluorescência 

na concentração preconizada de 1,0 ug/mL. A detecção por fluorescência foi 

utilizada para a determinação do 1-OHP na faixa dinâmica de 0,5 a 40,0 

ng/ m L de urina. 
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FIGURA 24 - Cromatograma representando o pico do nafuileho (1) na 

concentração de 1,0 ug/mL por DAD e o pico do 1-0HP na concentraçao de 

80ng/ mL detectado por FLD (2) 
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Comparando-se os resultados apresentados nas Figuras 23 e 24, 

observa-se que o 1-0HP não foi detectado pelo DAD na concentração de 

80 ng/mL, o que comprova uma maior especificidade da metodologia 

quando da utilização do detector de fluorescência em decorrência de uma 

característica fluorescente inerente à molécula analisada. A concentração não 

detectada de 80 ng/mL é maior que o ponto mais alto da faixa dinâmica a ser 

utilizada (0,5 a 40,0 ng/mL de urina). 

Em virtude de tais resultados optou-se pela não utilização de um 

padrão interno. O equipamento utilizado neste trabalho possui um módulo 

de injeção automatizado, diminuindo, assim, a variabilidade da análise 

durantes as injeções. E importante salientar, ainda, sobre a especificidade da 

metodologia com detecção fluorescente para o 1-0HP. 

A composição da fase móvel e o esquema de gradiente foram 

definidos para ambos os analitos como descrito na Tabela 8. 

TABELA 8 - Composição da fase móvel em eluição gradiente para a 

determinação do 1-0HP e do pireno 

1-0HP Pireno 
Tempo (min.) %B* Tempo (min.) %B* 

00 10 0,0 60 

05 90 2,5 60 

10 90 8,0 90 

* solução A e B descrita no item 5.1.5. 

A detecção por fluorescência do 1-0HP e do pireno demonstrou ser 

específica e sensível (Figuras 25 e 26). 
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FIGURA 25 - Cromatograma representando o pico 1-0HP com tempo de 

re tenção (tr) em 8,042 min., fluxo: 0,8 mL/min, detector de fluorescência e 

concentração de 2,5 ng/mL. Eixo y = %F e eixo x = minutos 
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FIGURA 26 - Cromatograma representando o pico do pireno, em solução de 

acetonitrila na concentração de 0,1075 µg/mL, detectado por DADA 230nm 

(az ul), DAD B 270nm (vermelho), DAD C 254nm (verde) e FLD (rosa). Eixo y 

= % F e eixo x = minutos 

6.2. Preparação das amostras 

As análises por HPLC para a separação e a identificação dos produtos 

de biotransformação dos HAPs são essencialmente baseadas na separação 

por fase reversa, aplicada em diversos estudos destes compostos 

(JONGENEELEN, F.J., et nl.,1986, 1987; BUCHET, J.P., et nl., 1992; 

ELOV AARA, E., et nl., 1995; HATJIAN, B.A., et ai., 1995; OVREBO, S., et ai., 

1995; BOUCHARD, M., et nl., 1996; MOEN, B.E., et ai., 1996; NIELSEN, P.S., et 

al., 1996; ROGGI, C., et al., 1997; LAFONTAINE, M., et al., 2000). A 

metodologia utilizada foi sugerida por JONGENEELEN, F.J., et al., (1986), 

com uma modificação no volume final, para a redissolução do residuo, para 

1,0 mL e não de 2,0 mL inicialmente proposto. 

A análise por fase reversa foi satisfatória, para a determinação do 1-

0HP e do pireno nas amostras propostas, como pode ser observado na 
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Figura 27 por um cromatograma com alta resolução e baixo nível de 

compostos interferentes na faixa do 1-OHP e na Figura 28 para o pireno. 
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FIGURA 27 - Cromatograma representando o pico do 1-hidroxipireno em 

amostra adicionada na concentração de 2,0 ng/mL (vermelho) em contraste a 

uma amostra de urina sem adição do analito (azul), com tempo de retenção 

aproximado de 8 minutos. Eixo y = %F e eixo x = minutos 
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FIGURA 28 - Cromatograma representando o pico do pireno em solução de 

acetonitrila na concentração de 0,1075 µg/mL (vermelho) e solução de 

acetonitrila sem adição de padrão (azul). Eixo y = %F e eixo x = minutos 
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6.3. Validação de parâmetros analíticos para a determinação do 

1-hidroxipireno em amostras de urina e do pireno nos filtros e 

tubos adsorventes expostos ao ar respirável pelos trabalhadores 

na usina de asfalto 

Considerando a viabilidade da determinação do 1-hidroxipireno e do 

pireno, conforme relatado na literatura científica, é necessário que a 

validação da metodologia, a ser adotada, seja realizada. A validação deve 

garantir, através de estudos experimentais, que o método atenda às 

exigências das aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade dos 

resultados. Para tanto, deve apresentar precisão, exatidão, linearidade, 

sensibilidade e especificidade adequada à análise. Desse modo, é importante 

ressaltar que todos os equipamentos e materiais (pipetas e balão) devem 

apresentar-se devidamente calibrados e os analistas devem ser qualificados e 

adequadamente treinados (HANKS, AR., 1995). 

6.3.1. Robustez 

Durante os experimentos realizados na otimização das condições 

cromatográficas foram observados critérios adequados para a robustez do 

método analítico para a determinação do 1-0HP e do pireno. 

1) O tempo de extração do 1-0HP em amostras de urina por meio de 

colunas de extração em fase sólida seguido dos passos de 

evaporação e eluição em metanol foi otimizado para 12 amostras 

em aproximadamente 60 minutos. Essa extração foi realizada com 

aparelho Supelco para extração a vácuo (Figura 29). 
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FIGURA 29- Aparelho para extração do 1-0HP em amostras de urina 
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2) Influência da variação da composição da fase móvel: foram 

realizados ·testes com ·e1u1çao· isocrãtka (mêtarior 100% para 1~OHP 

e acetonitrila 100% para o pireno) e com diferentes gradientes de 

fase móvel. As Figuras 30 e 31 ilustram a resposta obtida para o 1-

0HP e a Figura 32, para o pireno. 
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FIGURA 30 - Picos de 1-OHP nas concentrações de 0,5 (azul) e 1,0 ng/mL 

(vermelho) com eluição gradiente - Bomba A (metanol 40%) e Bomba B 

(me tanol 100% ), como descrito na Tabela 8, porém com a mistura a 3 minutos 

e tempo finaJ de corrida em 8 minutos 
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FIGURA 31 - Picos de 1-OHP nas concentrações de 2 (azul) e 5 ng/mL 

(vermelho) com eluição isocrática de metanol 100% 
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FIGURA 32 - Pico do pireno na concentração de 0,215 µg/mL com eluição 

isocrática de acetonitrila 70% 

3) Diferentes colunas (diferentes lotes e/ou fabricantes): foi utilizada 

apenas uma coluna. 

4) A temperatura não foi alterada. 

6.3.2. Especificidade ou efeito da matriz 

As curvas de calibração em metanol e em amostras de urina podem 

ser observadas graficamente na Figura 33. As equações de regressão linear 

são: y = l,4358x - 0,7677 (metanol), com coeficiente de determinação de 

0,9986 e y = 15,677x - 11,26 (urina), com coeficiente de determinação de 

0,9897. 
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FIGURA 33 - Representação gráfica do estudo de especificidade mostrando 

as curvas de calibração em metanol (azul • ) e em urina (rosa • ) 

Os resultados para coeficiente angular/inclinação da reta (a) e 

inte rcepto (b), da equação da reta y = ax + b, estão representados na Tabela 9. 

TABELA 9 - Valores do coeficiente angular/incUnação da reta (a) e do ponto 

de intersecção no eixo x, denominado intercepto (b), para as curvas de 

calibração construidas em metanol e urina 

lncl:inação (a) 

Intercepto (b) 

Metanol 

1,435767 

-0,76771 

Urina 

15,67707 

-2,82571 

Pode-se definir sensibilidade ou especificidade como sendo a 

capacidade de um método de distinguir, com determinado nível de 

confiança, duas concentrações próximas (TAYLOR, J.K., 1987; MILLER, J.C.; 
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MILLER, J.M., 1988; CHASIN, A.A.M., et ai., 1994, 1998). De acordo com 

alguns autores, a sensibilidade é definida como a inclinação da curva de 

calibração que possibilite a medida em qualquer ponto (MILLER, J.C.; 

MILLER, J.M.,1988; ANGERER, J., et ai., 1992; CHASIN, A.A.M., et ai., 1998). 

Quanto maior for a inclinação da curva de calibração maior será a 

sensibilidade e especificidade do método. No presente estudo, a curva de 

calibração, preparada com um pool de amostras de urina, apresentou uma 

inclinação de 15,68 e a curva de calibração, preparada em metanol, 

apresentou uma inclinação de 1,44 (Tabela 9 e Figura 33). A análise destes 

valores de inclinação demonstra que o método é mais especifico e sensível 

quando a quantificação do analito é realizada com uma curva de calibração 

preparada com amostras de urina. 

6.3.3. Limite de detecção e quantificação 

Os valores dos limites de detecção e quantificação, para o 1-0HP, 

demonstrados nas Tabelas 10 e 11 foram obtidos por meio de equação 

descrita nos itens 5.3.3.3. e 5.3.3.4. O valor da inclinação (ic) foi obtido da 

equação de regressão linear de diversas curvas de calibração. 



95 

TABELA 10 - Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) do 1-

OHP obtido pelo cálculo do desvio-padrão (DPl) do intercepto com o eixo 

do y (b) de várias curvas de calibração construídas contendo concentrações 

do analito próximas ao suposto limite de quantificação 

Instrumental Método 

Média DP ic LD LQ Média DP 1c LD LQ 

0,47 0,23 1,3808 0,56 1,65 2,13 2,27 18,655 0,40 1,22 

DP = desvio-padrão; ic = inclinação da reta 

TABELA 11 - Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ) do 1-

OHP obtido pelo cálculo do desvio-padrão (DP2) de um apropriado número 

de amostras do branco de urina (método) e metanol (instrumental). Análise 

realizada com a média das áreas de 10 replicatas 

Instrumental Método 

Média DP CV% LD LQ Média DP CV% LD LQ 

0,028 0,013 1,97 0,029 0,088 1,07 0,157 1,27 0,033 0,100 

DP = desvio-padrão; CV= coeficiente de variação 

Obedecendo à definição do LD como sendo duas a três vezes o ruído 

do branco, com coeficiente de variação inferior a 20%, e do LQ como sendo 

cinco vezes o ruído do branco, com precisão de 20% e exatidão de 80 a 120%, 

os valores de LD e LQ para o 1-OHP estão descritos na Tabela 12 e 

apresentados na Figura 34 e os valores para o pireno na Tabela 13 e Figura 

35. 
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TABELA 12 - Limite de detecção (LD) e limite de quantificação (LQ), obtidos 

obedecendo aos critérios de precisão e exatidão descritos, e utilizados no 

método para a determinação de 1-OHP em amostras de urina 

Cone. (nglmL) Média DP CV% Exatidão (%) 

0,1 0,317 0,004 1,36 316,5 

0,2 0,410 0,005 1,23 20-!,8 

0,5 LD 0,693 0,021 3,09 "138,7 

1,0 LQ 1,093 0,003 0,29 109, '\ 

DP = des vio-padrão; CV = coeficiente de variação; Cone.= concentração 

ru:, 1 A, E,.,,2'12, Err.=308 (HP16J.VIIHP000004 D) 
Fi. .. C• I .!1 ( · ... - .:~ :. ê r.-,•J&,3: <HP1õJ;l:\-l'rlPXd'JO•j 7 D) 
f ''I ,:.·. ~--·•l2 :7,-,:J;?: (i-,f l°;'IJ,;tn~ ;::r.no,.· '1 C.) 

tfo,m 

ó 

4 .5 

4 

3 .5 

3 

FIGURA 34 - Amostra de urina sem adição de padrão (azul), amostra de 

urina adicionada de 0,5 ng/mL (vermelho), representando o limite de 

detecção com valor de ruido > que 2 a 3x o ruido do branco, e amostra de 

urina adicionada de 1,0ng/mL (verde), representando o limite de 

quantificação 
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TABELA 13 - Limite de quantificação (LQ), obtido obedecendo ao critério de 

precisão e exatidão descrito, e LD utilizado no método para a determinação 

do pireno em amostras de ar 

Cone. Teórica Média das áreas DP CV% Cone. Obtida Exatidiio (%) 

LO 0,005 µg/ mL 05,10 0,24 4,78 0,0045 89,80 

LQ 0,020 ~lp.,/ mL 19,52 0,41 2,08 0,0197 98,72 

DP = desvio-padrão; CV= coeficiente de variação; área em % F. 
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FIGURA 35 - Solução de acetonitrila adicionada de 0,005 µg/mL (azul), 

representando o limite de detecção, adicionada de 0,01 µg/mL (vermelho) e 

solução adicionada de 0,02µg/mL (verde), representando o limite de 

quantificação 

Os limites de detecção e quantificação foram adequados para a 

finalidade proposta. Obedecendo ao critério preconizado pela ANVISA, os 

resultados adotados neste trabalho foram de 0,5 ng/mL e 0,005 µg/mL, para 

detecção, e 1,0 ng/mL e 0,02 µg/mL, para uma quantificação precisa e exata, 

do 1-OHP e pireno, respectivamente. O pireno pode ser quantificado até a 
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concentração de 0,005 µg/mL, já que a recuperação de 89,8% encontra-se 

dentro da faixa de aceitação (80 a 120%) (BRASIL, 1999; CHASIN, A.A.M., et 

ai., 1994 e 1998). 

6.3.4. Recuperação 

A recuperação mede a eficiência do procedimento de extração de um 

método analítico dentro de um limite de variação. Porcentagens de 

recuperação próximas a 100% são desejáveis, porém, admitem-se valores 

menores, por exemplo, de 50 a 60%, desde que a recuperação seja precisa. 

Os resultados de recuperação do 1-0HP e do pireno adicionados 

podem ser verificados nas Tabelas 14, 15 (filtros) e 16 (tubos adsorventes), 

respectivamente. 

TABELA 14 - Porcentagem de recuperação (R) do 1-0HP adicionado às 

amostras de urina 

Concentração Adição antes da extração Adição após extração R (%) 
Média ± DP (n,JmL) CV% Média ± DP (nwmL) CV% 

LQ 0,88 ±0,027 3,07 1,02 ± 0,063 6,20 86,27 

CB 2,00 ± 0,063 3,16 1,88 ± 0,027 1,45 106,38 

CM 23,37 ± o, 135 0,58 20,41 ±0,%2 4,72 114,50 

CA 34,33 ± O, 150 0,44 29,79 ± 2,406 8,09 115,43 

DP = desvio-padrão; CV= coeficiente de variação; concentração em ng/mL. 



99 

TABELA 15 - Porcentagem de recuperação (R) do pireno adicionado nos 

filtros em concentrações conhecidas 

Concentração Adição antes da extração Adição após extração R (%) 
Média± op• CV% Média ± DP• CV% 

CB 77,42 ± 1,55 2,00 78,6 ±0,99 1,25 98,44 

CM 325,20 ± 1,24 0,38 362, 99 ± 2,07 0,57 89,51 

CA 617,78 ± 2,14 0,35 628,56 ± 3,39 0,54 98,28 

Concentração expressa em µg/mL, R = recuperação e * área (¾F). 

TABELA 16- Eficiência de desorção (ED) dos tubos adsorventes adicionados 

com concentração conhecida de pireno, resultado expresso em porcentagem 

(%) 

Cone.* Adição antes da extração Adição após extração ED(%) 
Média ± DP área (%F) CV% Média ± DP área (%F) CV% 

CB 79,92 ± 2,18 2,73 80,43 ± 0,84 1,04 99,34 

CM 319,48 ± 5,46 1,71 365,53 ± 4,52 1,24 87,30 

CA 638,8 ± 16,03 2,51 630,26 ± 2,51 0,40 101,36 

* Concentração expressa em µg/mL. 

O coeficiente de determinação entre R versus quantidade encontrada 

foi de 0,9991 e entre ED versus quantidade encontrada foi de 0,9962. O estudo 

de recuperação demonstrou ser adequado, com resultados dentro da faixa de 

aceitação de 80 a 120% (BRASIL, 1999; CHASIN, A.A.M., et ai., 1994 e 1998). 

6.3.5. Linearidade e curva de calibração 

A equação de regressão linear obtida na determinação da linearidade 

instrumental, nas concentrações de 2 a 200 ng de 1-OHP /mL, foi y = 2,513x 
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+ 6,0039, com um r2 de 0,9889, como pode ser observada graficamente na 

Figura 36. 

O estudo de linearidade do método para 1-0HP foi realizado 

abrangendo a faixa de 0,2 a 200 ng/mL (Figura 37). 
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FIGURA 36 - Estudo de linearidade instrumental realizado na faixa de 2 a 

200 ng 1-0HP / m L de metanol com detecção de fluorescência 
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FIGURA 37 - Curva de linearidade do método para a determinação do 1-

OHP em amostras de urina, na faixa de 0,2 a 200,0 ng/mL 

A calibração é usada para descrever a relação entre o sinal analitico (y) 

e a concentração (x), seu intervalo deriva do estudo de linearidade do 

método e depende do objetivo de sua aplicação (BRASIL, 1999; APOSTOLI, 

P., 1995; CHASIN, A.A.M., et ai., 1994, 1998; HANKS, A. R., 1995; JENKE, D. 

R., 1996). 

Foi proposto por JONGENEELEN F.J., (2001) um guia de valores para 

o 1-OHP em amostras de urina que varia de 0,72 a 14,7ng de 1-OHP/mL 

urina. A curva no estudo do 1-OHP foi baseada nestes valores. 

Ficou demonstrado que houve uma relação linear entre o sinal gerado 

pelo equipamento e a concentração do 1-OHP na faixa de concentração de 0,2 

a 40,0 ng de 1-OHP/mL de urina, faixa dinâmica de interesse neste estudo 

(Figura 38). Cada ponto corresponde à média dos valores encontrados na 

análise das seis replicatas. A cada lote de amostras é preparada nova curva 

de calibração e a quantificação é realizada com nova equação de regressão 

linear. 



Linearidade do método (faixa de interesse) 

800,0 
700,0 

vi' 600,0 
ê.... 500,0 
~ 400,0 
8l 300,0 · -~ 200,0 

100,0 ... --... 

0,0 -~· 
O 5 

_,_... -­.. 
10 15 20 23 

concentração (ng/ mi) 

.- .. 
y = 18,032x + 10,311 

R
2 = 0,999 

30 35 40 

102 

45 

FIGURA 38 - Curva de linearidade do método para a determinação do 1-

OHP em amostras de urina, na faixa de 0,2 a 40,0ng/mL. 

TABELA 17 - Dados obtidos na análise do 1-0HP, em estudo para 

construção de curva de calibração, através da técnica de HPLC acoplada a 

um detector de fluorescência 

1-hidroxipireno (1-0HP) 

Concentração Area (%F) Desvio-padrão C.V.% 

0,2 2,96 0,1428 4,83 

0,5 7,63 0,3620 4,79 

1,0 14,38 0,0535 0,37 

2,0 30,46 0,6895 2,26 

5,0 69,75 0,4989 0,72 

10,0 154,02 0,5677 0,37 

20,0 333,06 1,5707 0,47 

30,0 412,70 1,0440 0,25 

40,0 672,03 0,7755 0,12 

Concentração expressa em ng/mL e CV= coeficiente de variação. 
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O estudo de linearidade do método para o pireno foi realizado 

abrangendo a faixa de 0,005 a 1,075µg/mL (Figura 39). 
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FIGURA 39 - Curva de linearidade do método para a determinação do 

pireno em solução de acetonitrila, na faixa de 0,005 a 1,075 µg/mL 

Ficou demonstrado que houve uma relação linear entre o sinal gerado 

pelo equipamento e a concentração de pireno na faixa de concentração de 

0,005 a 0,860 µg/ mL, faixa dinâmica de interesse neste estudo, representada 

pela equação y = 797,61x + 2,8242 com r2 de 1. 

Os dados obtidos pelo estudo de linearidade instrumental (4 a 200 ng 

1-OHP / m L metanol) demonstraram uma resposta linear entre a 

concentração do analito e a sua área por % de fluorescência, com um 

coeficiente de determinação de 0,9889 considerado satisfatório, conforme 

preconizado por CHASIN, A.A.M., et ai., (1994 e 1998) (Figura 36). No estudo 

da linearidade do método não foi possível obter uma relação linear entre a 
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concentração do 1-OHP na faixa de 0,2 a 200 ng de 1-0HP/mL de urina, e a 

sua área, pois o coeficiente de determinação (r2) de 0,9527 foi insatisfatório 

(Figura 37) (CHASIN, A.A.M., et al., 1994). No entanto, na Figura 38 pôde ser 

observado um r2 de 0,999, o qual foi adequado para a validação do método 

na concentração de 0,2 a 40,0ng de 1-0HP/mL de urina. 

Tanto no estudo de linearidade do método quanto na curva de 

calibração utilizada para a quantificação do pireno foi possível obter 

coeficientes de determinação (r2) adequados de 0,9995 e 1, respectivamente. 

6.3.6. Estudo de precisão inter e intra ensaios 

A precisão do método é o parâmetro que avalia a proximidade entre 

várias medidas efetuadas em uma mesma amostra. A medida de precisão 

pode ser expressa através do cálculo do desvio-padrão e do coeficiente de 

variação, obtidos em condições determinadas de repetibilidade e/ ou 

reprodutibilidade (JENKE, D.R., 1996; CHASIN, A.A.M., et al., 1998; BRASIL, 

1999; WATERS, 2002) e por meio de análise de variância ANOVA: fator 

único (TSANACLIS, L.M, 2000). 

A precisão inter e intra ensaio obtidas por meio de análise estatística 

ANOVA, com lote de seis amostras de urina adicionadas de 1, 2, 20 e 30 ng 

de 1-OHP/mL preparadas em cinco dias diferentes, estão reportadas na 

Tabela 18. Os resultados de precisão baseados no cálculo CV= (DP /Média) x 

100 estão reportados na Tabela 19. 
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TABELA 18 - Coeficiente de variação inter e intra ensaio das concentrações 

urinárias de 1-hidroxipireno. Análise em seis replicatas e durante cinco dias. 

Cálculo ANOV A 

Concentração Média das áreas INTER ENSAIO INTRA ENSAIO 
(nymL) (%F*s) CV(%) CV(%) 

1,0 14,26 1,29 4,59 

2,0 28,38 7,30 4,50 

20,0 279,87 12,38 10,90 

30,0 385,30 9,96 2,18 

CV= coeficiente de variação. 

TABELA 19 - Coeficiente de variação inter e intra ensaio das concentrações 

urinárias de 1-hidroxipireno. Análise em seis replicatas e durante cinco dias. 

Cálculo baseado em CHASIN et ai., 1999 

Concentração Média das INTER Média das INTRA 
(ng/mL) áreas± DP ENSAIO áreas± DP ENSAIO 

(%F*s) CV(%) (%F*s) CV(%) 
1,0 14,26 ± 0,68 4,74 14,34 ±0,25 1,73 

2,0 28,38 ± 2,30 8,11 29,89 ± 0,93 3,11 

20,0 279,87 ± 43,85 15,67 299,91 ± 16,32 5,44 

30,0 385,30 ± 35,91 9,32 398,91 ± 1,30 0,33 

CV = coeficiente de variação e DP = desvio padrão. 

Os resultados de precisão para o pireno estão descritos na Tabela 20 

(ANOV A) e Tabela 21 (baseados no cálculo CV = (DP /Média) x 100). 
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TABELA 20 - Coeficiente de variação inter e intra ensaio das concentrações 

do pireno. Análise em seis replicatas e durante cinco dias. Cálculo ANOVA. 

Concentração Média das áreas INTER ENSAIO INTRA ENSAIO 
(µ~mL) (%Ps) CV(%) CV(%) 

CB 77,49 13,55 2,90 

CM 314,04 15,95 2,71 

CA 684,51 4,22 2,69 

Onde: CV = coeficiente de variação. 

TABELA 21 - Coeficiente de variação inter e intra ensaio das concentrações 

do pireno. Análise em seis replicatas e durante três dias. Cálculo baseado em 

CHASIN et ai., 1999 

Concentração Média das INTER Média das INTRA 
(µ~mL) áreas± DP ENSAIO áreas± DP ENSAIO 

(%Ps) CV(%) (%Ps) CV(%) 
CB 72,19 ±4,49 6,21 75,83 ±1,85 2,44 

CM 363,85 ± 30,33 8,33 384,72 ± 10,95 2,85 

CA 662,87 ± 56,67 8,55 605,76 ± 9,87 1,63 

Onde: CV = coeficiente de variação. 

Neste trabalho o estudo de precisão foi realizado em seis replicatas, o 

que significa 95% de probabilidade na tabela t de Student (CHASIN, A.A.M., 

et ai., 1998). De acordo com o preconizado e adotado neste trabalho, os 

resultados obtidos foram considerados satisfatórios e adequados (CV < 15% ), 

observados nas Tabelas 18 a 21. 

O cálculo do coeficiente de variação aplicando-se a análise de 

variância (ANOV A) permite o isolamento de componentes de variação a fim 

de identificar possíveis fontes de erros, quando estes são independentes. 

Com este modelo é possível observar e calcular a variabilidade da análise 

com diferentes equipamentos ou analistas, quando desejado ou necessário. 
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O estudo de exatidão foi realizado com amostras de urina adicionadas 

de padrão de 1-0HP, nas concentrações de 2,0; 20,0 e 30,0ng/mL. Os 

resultados estão reportados na Tabela 22. Os resultados para o pireno nas 

CB, CM e CA estão reportados na Tabela 24. 

TABELA 22 - Estudo de exatidão com amostras de urina adicionadas de 

padrão de 1-0HP 

Concentração Concentração média CV% Inexatidão % 
teórica (ng/mL) obtida (ng/mL) 

2,0 2,04 1,81 ±2,24 

20,0 20,27 7,66 ± 1,33 

30,0 27,37 1,27 ± 8,78 

DP = desvio-padrão; CV = coeficiente de variação. 

TABELA 23 - Estudo de exatidão com amostras adicionadas de padrão de 

pireno 

Concentração Concentração média CV% Inexatidão % 
teórica (µg/mL) obtida (µg/mL) 

0,1075 0,097 1,04 ±9,91 

0,430 0,452 1,24 ±5,19 

0,860 0,784 0,40 ±9,02 

DP = desvio-padrão; CV= coeficiente de variação. 

Os resultados obtidos e reportados nas Tabelas 22 e 23 estão de acordo 

com o preconizado, com uma porcentagem (%) de inexatidão menor que os 

15% sugeridos (CHASIN, A.A.M., et ai., 1998). 
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6.3.8. Estabilidade 

As concentrações obtidas referem-se à média das determinações do 1-

0HP realizada em seis replicatas. Os resultados estão apresentados nas 

Tabelas 24, 25 e 26. 

TABELA 24 - Estudo de estabilidade com amostras, adicionadas de padrão 

de 1-0HP nas concentrações de 2, 20 e 30ng/mL, analisadas no tempo zero e 

após cinco dias mantidas a temperatura ambiente (~22<>C) 

Concentração Média das áreas Média das áreas % de Inexatidão 
(nj!/mL) Tempo zero Após cinco dias 

2,0 23,80 26,11 +9,71 

20,0 268 222,50 -16,98 

30,0 459 347,10 -24,38 

TABELA 25 - Estudo de estabilidade com amostras, adicionadas de padrão 

de 1-0HP nas concentrações de 2, 20 e 30ng/mL, analisadas no tempo zero e 

após 60 dias armazenadas em geladeira (-4<>C) 

Concentração Média das áreas Média das áreas % de inexatidão 
(nr/mL) Tempo zero Após 60 dias 

2,0 28,09 26,36 -6,16 

20,0 266,93 217,58 -18,49 

30,0 399,61 377,10 -5,63 
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TABELA 26 - Estudo de estabilidade com amostras, adicionadas de padrão 

de 1-OHP nas concentrações de 2, 20 e 30ng/mL, analisadas no tempo zero e 

após 30, 120 e 360 dias armazenadas em freezer (-20<>C). Os resultados estão 

descritos como % de inexatidão 

Concentração Área* Inexatidão em Inexatidão em Inexatidão em 
(nJ!/mL) Tempo zero 30 dias 120 dias 360 dias 

2,0 27,94 -0,86 -3,37 -10,0 

20,0 266,03 -1,73 -2,60 +10,77 

30,0 352,73 -2,45 -0,09 +5,14 

* media de seis replicatas. 

O estudo foi realizado para o 1-hidroxipireno que utiliza como matriz 

biológica amostras de urina. O método avaliado demonstrou estabilidade em 

freezer por até 360 dias, quando foi alcançado o limite da porcentagem de 

inexatidão proposto (10% ). Esse resultado confirma os estudos de 

JONGENEELEN, F.J., et al., (1987), que afirmam que as amostras de urina 

podem ser armazenadas a -20<>C até um ano sem que ocorram perdas de 1-

OHP. 

Os resultados obtidos à temperatura ambiente e em geladeira são 

satisfatórios para a concentração de 2,0 ng/mL, mas não são adequados para 

as concentrações de 20,0 e 30,0 ng/mL. Isto demonstra que se por ventura 

não for possível à análise das amostras após a coleta, estas podem e devem 

ser armazenadas em freezer a uma temperatura de -20<>C e não em geladeira 

ou à temperatura ambiente. 

A validação e a análise das amostras de ar para a determinação do 

pireno foi realizada com solução de acetonitrila e a cada análise foi 

preparada nova curva de calibração. As amostras de ar foram analisadas 

sempre após a coleta, em decorrência da possível perda já durante o processo 

de amostragem, transporte e também após armazenamento, conforme 
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relatado em diversos estudos (BENTSEN, R.K., et al., 1998; BONNET, P., et 

al., 2000; LAFONTAINE, M., et al., 2000; HEIKKILA, P., et al., 2002). Com 

base nestas informações não foi realizado o estudo de estabilidade para o 

pireno. 

6.4. Determinação da gravidade específica e da creatinina 

urinária 

Os parâmetros de gravidade específica e da creatinina urinária, para a 

conversão dos resultados do 1-OHP urinário, foram avaliados anterior ao 

congelamento das amostras de urina e estão relacionados na Tabela 27. 

Conforme descrito, os resultados das amostras de urina estão de 

acordo com os limites aceitáveis para a creatinina urinária (> 0,3g/L e < 

3,0g/L) e para a gravidade específica (> 1,010 e < 1,030) (ACGIH, 2003). 
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TABELA 27 - Valores de gravidade específica e da creatinina urinária das 

amostras de urina coletada dos trabalhadores da usina de asfalto 

Trabalhador Gravidade Creatinina Trabalhador Gravidade Creatinina 
específica (r/L) específica (v/L) 

0001 - 0,84 0024 1,020 1,05 

0002 1,024 1,50 0025 1,026 1,75 

0003 1,030 1,27 0026 1,010 0,75 

0004 1,038 1,25 0027 1,022 1,40 

0005 1,020 1,91 0028 - 1,01 

0006 1,024 1,60 0029 1,012 0,66 

0007 1,024 0,69 0030 1,018 1,30 

0008 1,008 1,21 0031 1,020 1,50 

0009 1,022 0,80 0032 1,024 1,00 

0010 1,016 1,30 0033 1,024 1,00 

0011 1,008 1,00 0034 1,026 1,00 

0012 1,010 1,05 0035 1,018 1,32 

0013 1,010 0,85 0036 - 2,08 

0014 1,018 1,18 0037 1,016 1,56 

0015 1,020 1,45 0038 1,022 0,40 

0016 1,018 1,05 0039 1,014 1,84 

0017 1,022 1,12 0040 1,024 1,07 

0018 1,028 1,21 0041 1,024 1,45 

0019 1,028 2,30 0042 1,022 1,79 

0020 1,024 1,65 0043 1,018 0,52 

0021 1,028 0,95 0044 1,014 1,15 

0022 1,014 0,89 0045 1,022 1,11 

0023 1,020 1,25 0046 1,022 1,73 

0024 1,020 1,05 0047 1,014 1,25 

Observação: De acordo com ACGIH (2001) os limites aceitáveis em amostras 
de urina são: concentração de creatinina (> 0,3 g/L e< 3,0 g/L) ou gravidade 
específica (> 1,010 e < 1,030). 
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TABELA 27 - Valores de gravidade especifica e da creatinina urinária dos 

trabalhadores da usina de asfalto (continuação) 

Trabalhador Gravidade Creatinina Trabalhador Gravidade Creatinina 
específica (wt) específica (wt) 

0050 - 1,15 0074 1,020 2,81 

0051 1,024 1,30 0075 1,026 1,58 

0052 1,030 1,43 0076 1,010 1,84 

0053 1,038 2,07 0077 1,022 1,33 

0054 1,020 0,52 0078 - 1,03 

0055 1,024 2,17 0079 1,012 0,65 

0056 1,024 2,78 0080 1,018 1,22 

0057 1,008 0,86 0081 1,020 1,72 

0058 1,022 2,69 0082 1,024 1,61 

0059 - 1,20 0083 1,030 O,% 

0060 1,012 1,34 0084 1,028 1,11 

0061 1,020 1,42 0085 1,015 2,08 

0062 1,016 0,78 0086 - 0,53 

0063 1,020 1,61 0087 1,006 0,13 

0064 1,020 1,94 0088 1,006 1,77 

0065 1,018 3,17 0089 1,002 2,60 

0066 1,022 1,78 0090 1,030 1,37 

0067 1,028 1,93 0091 1,022 1,11 

0068 1,028 2,93 0092 1,026 1,14 

0069 1,024 2,04 0093 - 0,84 

0070 1,028 1,38 0094 - 1,26 

0071 1,014 1,80 0095 1,026 1,69 

0072 1,020 2,40 0096 1,018 1,22 

0073 1,020 1,27 0097 - 1,68 

Observação: De acordo com ACGIH (2001) os limites aceitáveis em amostras 
de urina são: concentração de creatinina (> 0,3 g/L e< 3,0 g/L) ou gravidade 
específica (> 1,010 e < 1,030). 
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TABELA 27 - Valores de gravidade específica e da creatinina urinária dos 

trabalhadores da usina de asfalto (continuação) 

Trabalhador Gravidade Creatinina Trabalhador Gravidade Creatinina 
específica (1!/L) específica (1!/L) 

0098 - 0,81 0113 1,020 1,41 

0099 1,024 0,54 0114 1,026 2,01 

0100 1,030 1,17 0115 1,010 1,69 

0101 1,038 0,93 0116 1,022 1,45 

0102 - 1,13 0117 - 1,56 

0103 1,024 1,14 0118 1,012 1,23 

0104 1,024 1,38 0119 1,018 1,5 

0105 1,008 2,04 0120 1,020 1,67 

0106 1,022 0,80 0121 1,024 1,40 

0107 - 1,15 0122 1,030 1,71 

0108 1,012 1,19 0123 1,028 1,30 

0109 1,020 1,31 0124 1,015 0,86 

0110 1,016 1,48 0125 - 1,20 

0111 1,020 1,84 0126 1,006 1,73 

0112 1,020 1,43 

Observação: De acordo com ACGIH (2001) os limites aceitáveis em amostras 
de urina são: concentração de creatinina (> 0,3 g/L e < 3,0 g/L) ou gravidade 
específica (> 1,010 e < 1,030). 

6.5. Determinação do 1-hidroxipireno em amostras de urina de 

trabalhadores da usina de asfalto 

Os resultados, da determinação do 1-hidroxipireno em amostras de 

urina dos trabalhadores da usina de asfalto pesquisada, estão reportados na 

Tabela 28. A concentração em µg/L foi corrigida pela creatinina e expressa 

em µg/ g de creatinina, mais comumente relatada na literatura. 



114 

TABELA 28 - Valores, em concentração (µg/L) e corrigidos pela creatinina 

(µg/ g de creatinina), do 1-hidroxipireno urinário em trabalhadores de uma 

usina de asfalto 

Amostra µg/L µp/g creatinina Amostra µrfL µp/g creatinina 

01 2,94 3,54 30 5,52 4,18 

02 3,30 2,23 31 7,28 4,85 

03 1,98 1,57 32 12,09 13,43 

04 2,27 1,82 33 2,37 2,39 

05 4,64 2,43 34 0,75 0,57 

06 4,36 2,73 35 1,44 1,09 

07 2,35 3,41 36 4,05 1,95 

08 4,73 3,94 37 0,30 0,19 

09 2,22 2,78 38 0,76 1,90 

10 3,30 2,54 39 3,44 1,87 

11 2,77 4,62 40 2,27 2,12 

12 3,54 3,37 41 2,18 1,50 

13 3,67 4,32 42 5,12 2,86 

14 3,06 3,87 43 1,37 2,63 

15 6,11 6,79 44 0,68 0,59 

16 3,44 3,28 45 0,89 0,80 

17 9,40 8,39 46 1,57 0,91 

18 7,98 6,65 47 0,32 0,26 

19 4,60 1,98 48 1,52 2,62 

20 3,44 2,08 49 0,13 0,10 

21 4,01 4,22 50 0,78 0,68 

22 3,30 3,67 51 O,% 0,74 

23 2,40 3,43 52 2,34 1,64 

24 4,14 3,94 53 4,60 2,22 

25 4,48 2,56 54 0,75 1,44 

26 2,85 3,80 55 4,77 2,20 

27 1,86 1,32 56 3,26 1,17 

28 2,18 2,16 57 1,61 1,87 

29 1,03 1,56 58 4,66 1,73 
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TABELA 28 - Valores, em concentração (µg/L) e corrigidos pela creatiruna 

(µg/ g de creatinina), do 1-hidroxipireno urinário em trabalhadores de uma 

usina de asfalto (continuação) 

Amostra µg/L µp/g creatinina i Amostra µg/L µrjg creatinina 
! 

59 3,65 3,04 ! 88 3,80 2,15 ! 
60 1,80 1,34 ! 

89 3,60 1,38 ! 
! 

61 2,40 1,69 ! 90 7,10 5,18 ! 
62 1,14 1,46 ! 91 0,50 0,45 ! 

! 
63 1,74 1,08 ! 92 2,70 2,37 

! 
64 1,57 0,81 ! 93 1,80 2,14 i 

! 
65 2,56 0,81 i 94 1,35 1,07 

! 
66 6,13 3,44 ! 95 1,21 0,72 ! 
67 6,77 3,51 ! 

96 1,71 1,40 ! 
! 

68 6,89 2,35 ! 97 5,23 3,11 ! 
69 8,18 4,01 ! 98 6,40 7,90 ! 

! 
70 5,25 3,80 ! 99 1,23 2,28 

! 
71 7,41 4,12 ! 100 1,70 1,45 ! 

! 
101 1,12 1,20 72 19,61 8,17 ! 

! 
73 3,97 3,13 ! 102 6,25 5,53 ! 
74 11,62 4,14 ! 

103 0,49 0,43 ! 
! 

75 25,55 16,17 ! 104 2,59 1,88 ! 
76 4,02 2,18 ! 105 3,50 1,72 ! 

! 
77 1,06 0,80 ! 106 2,45 3,06 

! 
78 4,40 4,27 ! 107 0,71 0,62 ! 

! 
79 1,17 1,80 ! 

! 
108 1,23 1,03 

80 1,15 0,94 ! 109 2,92 2,23 ! 

81 0,80 0,47 ! 
110 2,57 1,74 ! 

! 
82 1,30 0,81 ! 111 3,35 1,82 

! 
83 2,82 2,94 ! 112 1,47 1,03 ! 

! 
84 4,80 4,32 ! 113 1,47 1,04 

! 
85 2,40 1,15 ! 114 3,38 1,68 ! 

! 
115 6,22 3,68 86 1,01 1,91 ! 

! 
87 0,89 6,82 ! 116 3,24 2,23 

l 



116 

TABELA 28 - Valores, em concentração (µg/L) e corrigidos pela creatinina 

(µg/ g de creatinina), do 1-hidroxipireno urinário em trabalhadores de uma 

usina de asfalto (continuação) 

Amostra µg/L µg/g creatinina , Amostra µg/L µglg creatinina 
! 

117 6,40 4,10 ! 122 9,42 5,51 i 

118 3,09 2,51 
i 

123 6,55 5,04 i 
i 

119 3,09 2,06 ! 124 1,42 1,65 
! 

120 8,57 5,13 ! 125 2,90 2,42 ! 
! 

121 4,70 3,36 ! 
! 

126 3,16 1,83 

O 1-0HP tem sido determinado em diversos países e em diferentes 

industrias com o mesmo intuito de avaliar a exposição aos HAPs. A Tabela 

29 apresenta alguns limites sugeridos na literatura. 

TABELA 29 - Valores médios do 1-0HP obtido em diversos trabalhos 

publicados na literatura, especificando o local de exposição e a referência 

Concentração obtida Local da exposição 
(ug/g creatinina)* 

0,33 Usina de asfalto (produção) 

Referência 

BOOGAARD, P.J., et ai., 1995 

8,10 

1,18 

0,13 

4,40 

6,20 

4,30 

2,70 

48,0 

40,0 

Usina de asfalto (pavimentação) HA T]IAN, B.A .. ,et ai. 1995 

Usina de asfallo (pavimentação) BURGAZ, S., et ai., 1992 

Usina de asfalto (pavimentação)- LEVIN, J.O., et ai., 1995 

Coqueria 

Coqueria 

Coqueria 

Coqueria 

Coqueria 

Produção alumínio 

JONGENEELEN, F.J., et ai., 1990 

VAN ROOIJ, et ai., 1993 

MIELZYNSKA, D., et ai., 1997 

BUCHET, J.P., et ai., 1992 

WU, et al.,1998 

ANGERER, J., et ai., 1997 

• resultados em µmol/ mol creatinina foram convertidos para µg/ g creatinina como 
sugerido por BUCHET, J.P., et al., 1992 (1µg/ g creatinina = 0,518µrnolj mol 
creatinina); - todos os trabalhadores não fumantes 
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A ACGIH (2003) sugere o 1-OHP como indicador biológico da 

exposição aos HAPs, isto indica que a monitorização biológica pode e deve 

ser considerada com base nesta indicação; todavia, um Índice Biológico de 

Exposição (BEis®) não pôde ser determinado devido à insuficiência de dados 

na literatura, conforme relatado pela ACGIH, 2003. 

Apesar dessa insuficiência de dados significativos, LAUWERYS, R.R. 

(1996) propôs o valor limite de 2,7 µg/ g creatinina como uma tentativa no 

controle da exposição aos HAPs. Esse valor limite foi baseado na literatura 

disponível até aquele momento, mas é importante salientar que revisões 

regulares devem ser realizadas a luz de novos dados científicos. 

E, com base no trabalho de LAUWERYS, R.R ao inferirmos o valor 

proposto, os resultados obtidos indicam neste trabalho, que 

aproximadamente 40% dos trabalhadores estão acima deste limite. 

6.6. Determinação do pireno nos filtros e tubos adsorventes 

expostos ao ar respirável pelos trabalhadores na usina de asfalto 

A coleta como descrito no item 5.1.1.2. foi realizada fixando-se uma 

bomba portátil, como a destacada nas Figuras 9 e 10, aos funcionários da 

usina de asfalto. A coleta realizada entre 7:30 a 12:30 horas geraram dados 

que estão descritos na Tabela 30. 

Foi também utilizada estratégia de procura da "pior situação", 

procedendo-se à coleta em um ponto fixo junto da liberação do asfalto no 

caminhão, local este de provável maior exposição aos HAPs (Figura 11). Os 

resultados relativos ao ponto fixo estão descritos na Tabela 31. 
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Para a quantificação do pireno nos filtros e tubos adsorventes expostos 

ao ar respirável pelos trabalhadores na usina de asfalto foi construída uma 

curva de calibração ilustrada na Figura 40. 

PIRENO 

140 
120 y = 1297,1 X - 3,4613 ... 
100 R2 = 0,9965 

e,: 80 · -•· Q) 

,; 60 
40 
20 •·. -.. o . •• 

o 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 

cone. (u&fm.l) 

FIGURA 40 - Curva de calibração do pireno na faixa de 0,005 a 0,1 µg/mL 

Os resultados obtidos na análise do pireno quantificado nos filtros e 

nas resinas adsorventes foram expressos em µg/ mL. No entanto, para a 

comparação e análise dos dados obtidos frente aos publicados na literatura, 

os resultados foram convertidos para mg/ m3, conforme preconizado pela 

ACGIH, 2003. 

TLV em ppm (ug/mL) x 202,3 (PM do pireno) 
TLVemmg/m3 = 

24,45 
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TABELA 30 - Valores obtidos na determinação do pireno nos filtros e tubos 

adsorventes expostos ao ar respirável pelos trabalhadores na usina de asfalto, 

análise realizada com amostrador pessoal 

Amostra 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

Concentração em mg/m3 

0,0020 

0,0023 

0,0012 

0,0006 

0,0009 

0,0011 

0,0008 

0,0009 

0,0007 

TABELA 31 - Valores obtidos na determinação do pireno nos filtros e tubos 

adsorventes expostos ao ar respirável pelos trabalhadores na usina de asfalto, 

análise realizada com ponto fixo 

Amostra 

Ponto fixo dia 1 

Ponto fixo dia 2 

Ponto fixo dia 3 

Concentração em mg/m3 

0,0035 

0,0110 

0,0185 

Os valores descritos na literatura variam de 0,0008 a 0,04 mg/m3 

(VIAU, C., 1995; ALESSIO, L., 1997; APOSTOLI, P., 1997; POPP, W., 1997; 

ROGGI, C., 1997; BENTSEN, R.K., 1998; JOHNSON, C., 1999; HOLLENDER, 

J., 2000; NIOSH, 2000; RA VELET, C., 2001; IARC, 2001). 
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FIGURA 41 - Cromatogramas representando uma solução-padrão de pireno 

em acetonitrila (0,02 µg/mL) e uma amostra após a extração do pireno nos 

filtros e tubos adsorventes expostos ao ar respirável pelos trabalhadores na 

usina d e asfalto (0,007 µg/ m L) 
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FIGURA 42 - Amostra de uma solução de acetonitrila adicionada com uma 

solução-padrão de pireno. Concentração final 0,005 µg de pireno/mL de 

acetonitrila 

A baixa concentração do pireno obtida neste trabalho, verificada na 

Tabela 30, pode ter ocorrido em razão da eventual perda de HAPs semi­

voláteis durante a coleta, o transporte e o armazenamento das amostras de 

ar. Essa mesma situação foi constatada em outros trabalhos da literatura 

(BENTSEN, R.K, et ai., 1998, 2000; BONNET, P., et ai., 2000; BRANDT, H., et 

ai., 2000). No trabalho realizado por LAFONTAINE, M., et ai. (2000) 

verificou-se uma perda de HAPs pelo depósito de partículas na parede dos 

cassetes e, que estas perdas podiam ser reduzidas se os cassetes e os tubos 

adsorventes fossem armazenados a temperaturas inferiores a -40ºC. 

Foi relatado por APOSTOLI, P., et ai. (1997) que, em função do volume 

de ar, do fluxo e da temperatura envolvida na coleta, pode ocorrer um 

desequilíbrio entre a fase sólida e a fase de vapor, provocando, com isso, a 

sublimação dos HAPs na forma de aerosol, o que acarretará, possivelmente, a 

perda da fração na forma de vapor. É por isso que em uma amostragem de 
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longa duração (5 a 8horas) e em condições de temperatura elevada (25º a 

30ºC) pequenas concentrações de HAPs nos tubos adsorventes são 

determinadas. 

Outro fator a considerar baseia-se em vários relatos, os quais têm 

demonstrado que os HAPs possuem grande habilidade de absorção dérmica 

(V ANROOIJ, J.G.M.; BODELIER-BADE, M.M.; JONGENEELEN, F.J., 1993, 

ANGERER, J., et ai., 1997). Foi demonstrado por VANROOIJ et ai. (1993) e 

colaboradores que 75% do 1-0HP no organismo é decorrente da absorção dérnúca. 

Diversos trabalhos compilados e publicados pela WHO (1998) indicam que a 

absorção pela pele é um importante fator na estimativa total de exposição a 

esses com postos. Neste caso, o risco individual pode ser melhor avaliado por meio 

da monitorização biológica. 

6.7. Análise estatística 

O teste Mann-Whitney trabalha com valores dentro de uma faixa 

extensa, já que este não assume que a população siga uma distribuição 

Gaussian. Além disto o teste compara o significado entre dois grupos. O teste 

Mann-Whitney - não pareado e não paramétrico - aplicado para as 

variáveis de fumante e não fumante sugere que a diferença entre as médias e 

os desvios-padrão é extremamente significante, com um valor de P < 0,0001. 

O valor de P é uma estimativa baseada na aproximação normal. Os 

resultados podem ser observados na Tabela 32 e Figura 43. 
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TABELA 32 - Valores da concentração média e desvio padrão do 1-0HP em 

amostras de urina e o número de pontos analisados (n) - amostras, pelo teste 

de Mann-Whitney -- não pareado e não paramétrico -- aplicado para as 

variáveis de fumante e não fumante 

... , .. 

Média (ng/ mL) 

Desvio padrão 

N 

& 

6,745 

4,6.31 

37 

2,362 

1,398 

89 

Concentração média ( • )e desvio padrio ( T) do 1-0HP emllll01tra1 de minA de 
indivíduos fmnante1 e nio funu.nte1 

11 -

10-

9 

8 

7 

6 

5 -

4 -

3 -

2 

1 . 

o----
FUMANTE NÃO FUMANTE 

FIGURA 43 - Representação gráfica do estudo estatístico Mann-Whitney -­

não pareado e não paramétrico -- aplicado para as variáveis de fumante e 

não fumante por meio da concentração média e desvio padrão do 1-0HP em 

amostras de urina. A diferença foi considerada signüicativa (P < 0,0001) 
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O teste Mann-Whitney - não pareado e não paramétrico - aplicado 

para as variáveis de ocupação A e B, descritas no item 5.3.7. sugere que a 

diferença entre as médias e os desvios padrão é extremamente significante, 

com um valor de P < 0,0001. Os resultados podem ser observados na Tabela 

33 e Figura 44. 

TABELA 33 - Valores da concentração média e desvio padrão do 1-0HP em 

amostras de urina e o número de pontos analisados (n) - amostras, pelo teste 

de Mann-Whitney - não pareado e não paramétrico - aplicado para as 

variáveis de ocupação A e B 

Análise Ocupação A Ocupação B 

Média (ng/mL) 2,035 5,071 

Desvio padrão 1,225 4,026 

N 59 67 
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Concentra~io média ( • ) e denio p.adrio ( T ) do 1-0HP u1u.m1111D.1 de m:in.a 
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FIGURA 44 - Representação gráfica do estudo estatístico Mann-Whitney -­

não pareado e não paramétrico -- aplicado na ocupação A em relação a 

ocupação B por meio da concentração média e desvio padrão do 1-OHP em 

amostras de urina. A diferença foi considerada significativa (P < 0,0001) 

· A diferença significativa entre fumantes e não ·fumantes (P < 0,0001) 

está de acordo com os resultados encontrados na literatura, que sugerem que 

o cigarro pode causar um distinto aumento na excreção do 1-OHP urinário 

(BUCTIET, J.P., et al., 1992; GOEN, Th., et al., 1995; DELL'OMO, M., et al., 

1996; GILBERT, N.L., et al., 1997; BENTSEN, R.K., et ai., 1998; GERDE, P. et 

al., 1998; HEIKKILA, P., et al., 2002). Diversos autores têm relatado um efeito 

sinérgico -do cigarro nos nfveis de 1-OHP urinário entre trabalhadores 

expostos aos HAPs 0ONGENEELEN, F.K., et al., 1990; OVREBO, S., et al., 

1994; VAN SCHOOTEN, F.J., 1995). Foi relatado por VAINIO, H.; 

ELOV AARA, E.; LUUKKANEN, L. (1995) que o hábito de fumar pode 



126 

aumentar a biotransformação do pireno, já que a enzima pulmonar 

denominada pireno 1-hidroxilase é em média dez vezes mais alta em 

fumantes que não fumantes. 

Como foi constatado neste trabalho que houve uma diferença 

significativa entre os trabalhadores fumantes e os não fumantes quanto aos 

valores de 1-OHP, procuramos aplicar o teste de Mann-Whitney entre os 

trabalhadores das categorias A e B de ocupação, diferenciando esse grupo de 

acordo com a variável fumante versus não fumante. Entre os funcionários da 

ocupação A, a diferença entre fumante e não fumante foi extremamente 

significativa (P = 0,0001), o que não ocorreu com os funcionários da ocupação 

B, cuja diferença foi considerada pouco significante (P = 0,0240). Estes 

resultados sugerem que apesar do hábito de fumar ser uma importante 

variável na concentração do 1-OHP urinário, essa variável não interferiu 

significativamente nos resultados obtidos com os trabalhadores dos setores 

de trabalho onde se supõe haver uma maior exposição aos HAPs. Este fato 

foi constatado em outros relatos que sugerem que o cigarro pode causar um 

distinto aumento na excreção do 1-OHP urinário em locais com baixa 

exposição aos HAPs, mas a diferença entre indivíduos fumantes e não 

fumantes desaparece com o aumento ou intensidade de exposição aos HAPs 

(BUCHET, J.P., et ai., 1992; DELL'OMO, M., et ai., 1998). 

A descrição do trabalho ou função poderá considerar a real estimativa 

da exposição ao categorizar em grupos controle e expostos a população 

analisada. De acordo com as observações de OMLAND, O., et ai., (1994) 

citado por HATJIAN B.A., et ai. (1995), a alta contaminação de HAPs no 

macro-ambiente poderia ocultar a real diferença entre grupos controles e 

trabalhadores expostos. 

Vários autores relatam uma correlação positiva entre o pireno e os 

HAPs e entre o pireno e o 1-OHP (ELOVAARA, E., et ai., 1995; 
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JONGENEELEN, F.J., et nl., 1990; BOUCHARD, M., et nl., 1996, 1998; 

BUCHET, J.P., et nl., 1992). 

Neste trabalho, no entanto, os resultados de correlação entre as 

ava liações ambiental e biológica, utilizando-se respectivamente a 

concentração do pireno no ar e do 1-OHP em amostras de urina dos 

trabalhadores de uma usina de asfalto, sugerem uma correlação não tão 

signj ficante com um r = -0,75 e P = 0,0663 (Spearman) e r = -0,7325, r2 = 

0,5365 e P = 0,0612 (Pearson). O valor de P sugere uma fraca correlação 

posi tiva em ambos os testes aplicados. 

9 

8 

n 
e 
= ~ 
~ 
e 

6 Cl :r: 
o 

5 

• • 

li 

D 

~ 
D D 

D 

3 a 
n 

5 6 7 8 9 10 11 12 13 u 15 16 17 18 19 
Pirsno no ar 

FIGURA 45 - Demonstração gráfica do estudo estatístico Pearson aplicado 

na para verificar a correlação entre pireno encontrado no ar e o 1-OHP na 

urina dos trabalhadores. O valor de P = 0,06 sugere uma fraca correlação 

positiva 



128 

Alguns fatores poderiam explicar essa fraca correlação, como, por 

exem pio, possíveis perdas do pireno durante a amostragem, transporte e 

armazenamento, como já mencionado anteriormente. O pireno é um HAP 

semivolátil e muitas perdas podem ter ocorrido por evaporação. Esta perda 

implica que os dados obtidos tenham sido subestimados sobre os níveis reais 

da exposição (BONNET, P., et al., 2000; BRANDT, H., et al., 2000). Foi 

observado no trabalho de BENTSEN, R.K., et al. (1998) uma alta proporção de 

pireno na fase de vapor (85%) quando comparado com a fase particulada 

(33% ). Outro fator que justificaria os resultados encontrados seria a absorção 

por via dérmica 0ONGENEELEN, F.J., et al., 1987; BCXJGAARD, P.J., et al., 

1995; PETRY, T.; SCHMID, P.; SCHLATTER, C., 1996; GERDER, P., et al., 

1998; BENTSEN, R.K., et al., 1998). 

De acordo com BCXJGAARD, P.J., et al.(1995) e PETRY, T.; SCHMID, 

P.; SCHLATTER, C. (1996) a correlação entre pireno e 1-OHP varia em 

diferentes industrias em que ocorre a exposição aos HAPs. Nestes relatos ou 

não foi encontrada uma correlação significante ou essa foi inexistente 

(BOOGAARD, P.J., et al., 1995; PETRY, T.; SCHMID, P.; SCHLATTER, C., 

1996; BENTSEN, R.K., et al., 1998). 
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7. CONCLUSÕES 

De acordo com os resultados obtidos, concluímos que: 

- A validação do método para a determinação do 1-0HP em 

amostras de urina, sugerido por JONGENEELEN (1986), foi 

satisfatória atendendo os objetivos deste trabalho; 

- A validação do método, recomendado pelo NIOSH (1988) para a 

determinação do pireno em sistema combinado de captação de ar, 

com tubo adsorvente e membrana, foi satisfatória atendendo os 

objetivos deste trabalho; 

- Os resultados de 1-0HP obtidos em trabalhadores de uma usina de 

asfalto evidenciam que há uma exposição significativa ao pireno, 

confirmando a sua utilização como indicador biológico da 

exposição aos HAPs. 
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8. RECOMENDAÇÕES 

Após a realização deste trabalho de pesquisa recomendamos: 

1. Elaborar um protocolo de pesquisa para valor de referência aplicada 

para a população geral (sadia e não ocupacionalmente exposta); 

2. Ampliar no universo das empresas cujas atividades liberem os HAPs 

na atmosfera do ambiente de trabalho, a necessidade de realizar a 

monitorização do ar do ambiente de trabalho e a monitorização 

biológica através da determinação do hidroxipireno urinário nos seus 

funcionários; 

3. Através dos resultados obtidos, nessa ampliação de estudos, 

corroborar com a necessidade de se estabelecer ou um limite biológico 

de exposição e/ ou um valor de referência tecnológico para as 

condições brasileiras a exemplo do que sugere a ACGil-:1 (2003) para o 

1-0HP urinário. 
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10. ANEXOS 
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TERMO DE CONSENTIMENTO PÓS-INFORMAÇÃO 

I - DADOS DE IDENTIFICAÇÃO DO SUJEITO DA PESQUISA OU LEGAL 
RESPONSÁVEL 

1. Nome do Paciente: 

Documento de Identidade nº: Sexo: ( ) M ( )F 

Data de Nascimento: / / 
Endereço: Bairro: 

Cidade: CEP: Telefone: 

II - DADOS SOBRE A PESQUISA 

158 

1. Título do Protocolo de Pesquisa: "Monitorização ambiental e biológica da exposição aos 

hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (P AHs)" 

2. Pesquisador: Patrícia Miranda de Faria 

3. Cargo/Função: Aluna Regular do Curso de pós-graduação em Toxicologia e Análises 

Toxicológicas - ruvel Doutorado 

4. Departamento da FCF /USP: Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas 

5. AVALIAÇÃO DO RISCO DA PESQUISA 

Sem Risco ( X ) 

Risco Baixo ( ) 

Risco Mínimo ( ) 

Risco Maior ( ) 

Risco Médio ( ) 

(Probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqüência imediata ou tardia 
do estudo. Nos projetos com coleta de sangue, induir detalhadamente, como observação as 
possíveis reações decorrentes desse procedimento). 

Duração da Pesquisa: 1 a 2 anos 
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III - REGISTRO DAS EXPLICAÇÕES DO PESQUISADOR AO PAOENTE OU SEU 
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO: 

1. Justificativa e os objetivos da pesquisa; 2. Procedimentos que serão utilizados e 
propósitos; incluindo a identificação dos procedimentos que são experimentais; 3. 
Desconfortos e riscos esperados; 4. Benefícios que poderão ser obtidos; 5. procedimentos 
alternativos que possam ser vantajosos para o indivíduo. 

1. O conhecimento adequado dos hidrocarbonetos aromátkos policidicos (PAHs), presentes em muitos 
ambientes de trabalho, justifica plenamente a realização de uma monitorização das atmosferas destes ambientes 
por meio da determinação do pireno e a monitorização biológica dos trabalhadores expostos a estas 
substâncias. Os metabólitos dos PAHs e seus conjugados são principalmente eliminados pela urina, entre estes 
metabó litos pode ser citado o 1-hidroxipireno (1-HP), um metabólito do pireno, sugerido por JONGENEELEN 
el ai. ( 1986), como um marcador biológico de exposição aos PAHs e desde então muito utilizado. Desta forma, é 
apresentado um esquema de estudo e medida da exposição aos PAHs por meio de uma avaliação ambiental do 
pireno e avaliação biológica do 1-HP, que devem favorecer o recolhimento de informações e o confronto entre 
os dados obtidos em diferentes atividades de trabalho e por fim definir um plano de amostragem adequado 
para a implantação da monitorização ambiental e biológica na exposição aos PAHs. 2. Aplicação de um 
questionário estruturado (em anexo) para avaliar hábitos alimentares, de moradia, saúde e de trabalho, seguido 
por uma cole ta supervisionada de ar pessoal e amostra de urina. Procedimentos analíticos para a determinação 
do pire no em amostras ambientais e detemtinação do 1-HP em amostras de urina. 3. Eventual desconforto na 
coleta de urina com sensação de invasão da privacidade por parte do trabalhador. 4. Avaliação da urina dos 
trabalhadores e auxílio na estruturação de programas de prevenção se necessários. 5. Informações e orientação 
para os trabalhadores e encaminhamento para tratamento se necessário. 

IV - ESCLAREOMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO 
SUJEITO DA PESQUISA 

1. Acesso, a qualquer tempo, às informações sobre procedimentos, riscos e benefícios 
relacionados à pesquisa, inclusive para dirimir evenluais dúvidas. 

2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar 
do estudo, sem que isto traga prejuízo à continuidade da assistência. 

3. Salvaguardam da confidencialidade, sigilo e privacidade. 

V - INFORMAÇÕES DE NOMES, ENDEREÇOS E TELEFONES DOS RESPONSÁVEIS 
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE 

INTERCORRÊNCIAS CLÍNICAS E REAÇÕES ADVERSAS. 

Patrícia Miranda de Faria 
Avenida Lineu Prestes no. 580 Bloco 13-B - Cidade Universitária 
CEP 05508-900 - São Paulo - SP 
Tel. (0xx11) 3091-2197. 
E-mail: pm f,1 ri.i(<~lusp.hr 

VI - OBSERVAÇÕES COMPLEMENTARES: 
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VII - CONSENTIMENTO PÓS-ESCLAREGDO 

Declaro que, após convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me 
foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa. 

São Paulo, ____ de __________ de ____ _ 

Assinatura do sujeito da pesquisa 

Assinatura do pesquisador 

Patrícia Miranda de Faria 
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QUESTIONÁRIO 

Data da coleta: Hora da coleta: 

Vohune de Uiina coletada: Densidade da urina: 

INFORMAÇÕES SOBRE O TRABALHO 
Quanlas horas trabalha por dia? 6 ( ) 8 ( ) 12 ( ) Outros: 

Em que setor (área, local) trabalha? 

Tem outro emprego ou bico? Sim ( ) Não ( ) Qual? 

Tem contato com alguma(s) substância(s) química(s) de seu conhecimento? S ( ) N ( ) 

Qual(is)? 

Há quanto tempo trabalha na usina? 

Qual a profissão anterior? 

Usa equipamento de proteção individual? Sim ( ) Não ( ) As vezes ( ) 

Qual(is)? 

HÁBITOS PESSOAIS E DIETA 
Você é fumante? Sim ( ) Não ( ) As vezes ( ) 

Quantos cigarros fuma por dia? Há quantos anos fuma? 

Fuma no local de trabalho? Sim ( ) Não ( ) As vezes ( ) 

Qual o tempo entre o último cigarro e a hora da coleta da urina? 

Você costuma beber: 

Refrigerante? 

Café? 

Chá? 

Suco de fruta artificial? 

Cerveja? 

Pinga? 

Vinho? 

Qllal o tempo decorrido entre a ingestão de alguma(s) dessa(s) bebida(s) e a hora da coleta 

da amostra? 

Número de vezes na semana que se alimenta de: 

Carne 

Aves 

Peixes 

Hortaliças 

Outros ( descrever ) 

Arroz 

Feijão 

Legumes 

Frutas 
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Tipo de água utilizada na residência: Filtrada ( ) Mineral ( ) Torneira ( ) 

Você poderia citar quais os alimentos e bebidas ingeridos na última refeição? 

Qual o tempo decorrido entre a última refeição e a coleta da amostra? 

Você tem o hábito de mexer com tintas, vernizes, solventes em sua casa? Sim ( ) Não( ) 

Com que freqüência? 

CONDIÇÕES AMBIENTAIS DO BAIRRO ONDE MORA: 
Há muito tráfego de veículos? 

Sim, somente de dia ( ) Moderadamente ( ) 

Sim, noite e dia ( ) Não ( ) 

Tipo de veículo que mais trafega? 

Ônibus ( ) Carros ( ) Caminhões ( ) 

Mora em zona urbana ( ) ou rural ( )? 

Tem fábrica(s), indústria(s), próximas ao local onde você mora? Sim ( ) Não ( ) 

Qual(is)? 

Sabe informar o nome das mais importantes? 

INFORMAÇÕES SOBRE SUA SAÚDE 

Você tem problema de pressão? 

Tem alguma doença no coração? 

Tem ou já teve algum problema renal (aparelho urinário)? 

Você já teve hepatite, cirrose ou algum problema no fígado? 

Tem dor de cabeça? Com que freqüência? 

Você é diabético? 

Você já desmaiou? Por quê? 

Toma algum medicamento? 

Você dorme bem? Quantas horas por dia? 

Você tem dificuldade para lembrar das coisas? Se concentrar? 

Você se cansa fácil, com pouco esforço físico? 

Tem algum outro problema de saúde? O que sente? • 

Observações: 

Sim Não Não sei Qual? 




