
43

_Avaliação preliminar da contaminação da água por pireno, formação de derivados
 clorados durante o processo de cloração e toxicidade em células HepG2
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_Resumo

Os hidrocarbonetos pol ic íc l icos aromáticos (HPAs) são um grupo de 

contaminantes ambienta is, c lass i f icados como potencia lmente tóx icos, 

mutagénicos e carc inogénicos, const i tu indo um problema de saúde 

públ ica. No presente estudo, a presença de p i reno (Pyr) e 1-c loro-pi reno 

(1-ClPyr) e, d i ferentes amostras de água (água super f ic ia l, subter rânea e 

água da rede) fo i pesquisada por cromatograf ia gasosa - espectrometr ia 

de massa (GC-MS) após concentração da amostra por micro ex tração 

em fase só l ida. Usando água com di ferentes concentrações de Pyr, 

mostramos que uma concentração mín ima deste composto é necessár ia 

para que o 1-ClPyr se forme durante o processo de c loração. F ina lmen-

te, ava l iamos a tox ic idade induzida por 1-ClPyr em cé lu las HepG2. Os 

resul tados mostraram que este composto é tóx ico e afeta a polar ização 

da membrana mitocondr ia l.

_Abstract

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) are a group of environmental 

contaminants, classif ied as potential ly toxic, mutagenic and carcinogenic, 

being an important public health concern. In the present study, we assayed 

dif ferent samples of water (super f icial water, groundwater and tap water) 

for pyrene (Pyr) and 1-chloro-pyrene (1-ClPyr) by gas chromatography - 

mass spectrometry (GC-MS) af ter sample concentration by solid phase 

microextration. Using water with dif ferent Pyr concentrations, we showed 

that a minimal concentration of pyrene in water undergoing chlorination is 

required for 1-ClPyr formation. Final ly, we evaluated the toxicity induced by 

1-ClPyr in human hepatocarcinoma cells (HepG2). The results showed that 

this compound is toxic and af fects mitochondrial membrane polarization.

_Introdução

Os hidrocarbonetos policícl icos aromáticos (HPA) são um 

grupo de poluentes orgânicos persistentes, formados por 

dois ou mais anéis de benzeno fundidos. Estes compostos 

estão amplamente distr ibuídos no ambiente, representando 

uma preocupação ecológica e de saúde pública. Os PAHs 

são formados por processos naturais ( incêndios f lorestais, 

erupções vulcânicas, etc.) e antropogénicos (queima de 

combustíveis fósseis e madeira, produção de carvão vege-

tal, industr ia petrol í fera, derrames de petróleo, etc.) (1-6) e 

podem mover-se entre compar timentos ambientais (7,8). O 

desaparecimento das calotes geladas resultante do aqueci-

mento global, a recirculação da água (chuvas, águas super-

f iciais e subterrâneas), transpor te atmosfér ico, migração de 

animais, vento e chuva são responsáveis pelo transpor te de 

HPAs como demonstrado pela deteção destes compostos 

em áreas remotas (9-13).

Nos países do sul da Europa, vários fatores demográficos, 

como o declínio da população ativa nas regiões do interior 

e o abandono das atividades agrícolas levou à expansão da 

área ocupada por arbustos e f lorestas. Por outro lado, as 

mudanças climáticas com redução da precipitação e aumen-

to da temperatura atmosférica potenciam o risco de ignição, 

resultando numa maior incidência de incêndios f lorestais. Em 

Portugal, a incidência de incêndios f lorestais tem aumentado 

ao longo do tempo afetando a qualidade do ar (14-15) e da 

água (16-17). As características físico-químicas dos HPAs fa-

vorecem a sua acumulação no solo e nos sedimentos donde 

podem ser posteriormente libertados para a água ou outros 

organismos vivos (17-19).
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_Objetivo

No presente trabalho é aval iada a presença de HPAs em 

amostras de água de diferentes origens. Como o pireno foi 

detetado em várias amostras de água, usamos água conta-

minada com pireno para demonstrar a formação de deriva-

dos clorados durante a desinfeção da água com hipoclor ito 

de sódio. A aval iação da toxicidade pelo teste do MTT em 

células foi uti l izada como primeira abordagem do r isco de 

exposição a estes compostos.

_Materiais e métodos

Amostras de água

Durante 2015, foram recolhidas 20 amostras de água: 18 

águas superf iciais (9 de água salgada e 9 de água doce), 1 de 

água subterrânea e 1 de um bebedor público (tabela_1). Em 

todos os casos foram colhidos 500 mL de água e as amos-

tras foram transportadas no escuro e armazenadas a 5 °C até 

serem processadas. O período de armazenamento nunca ex-

cedeu as 24 horas.

Pesquisa de pireno e 1-cloro-pireno por GC-MS

Pyr (Dr. Ehrenstor fer-Schäfers, Alemanha) e 1-Cl-Pyr sinte-

tizado como descrito anteriormente (20) foram analisados 

por cromatograf ia gasosa- espectrometria de massa (4000 

GC-MS, Varian, EUA). Os compostos foram recuperados de 

15mL da amostra por micro extração em fase sólida (SPME) 

uti l izando f ibra de polidimeti lsi loxano (PDMS, Supelco, EUA) 

durante 50 minutos a 70 °C. Foi uti l izada uma coluna capi-

lar não-polar VF-5 MS (30 m × 0,25 mm x 0,25 µm, fator 4, 

Varian, EUA) e hélio (1 mL/min) como gás de arrasto. A tem-

peratura do forno do cromatografo gasoso foi programada 

do seguinte modo: de 80°C a 220°C (20°C min −1, 2 min) e 

até 300°C (5°C min −1, 4 min) sendo o tempo total de corr i-

da igual a 30 minutos. A temperatura do injetor foi ajustada 

para 280°C e as amostras foram injetadas durante 7 minutos 

no modo dividido (10: 100). As condições de espectrometria 

de massa foram as seguintes: modo de ionização elétr ica a

70e−V; tempo de varrimento: 0,84s / scan, corrente de emis-

são: 20 µA, temperatura da fonte: 240°C faixa de massa arma-

zenada: 35-350 mZ. A análise foi realizada em duplicado. O 

intervalo de linearidade para os compostos variou de 0,025 a 

0,22 µg / L, tendo como limite de deteção (LoD) 0,008 µgL−1 

e limite de quantificação (LoQ) 0,025 µgL−1.

Contaminação da água com pireno por transferência ar-água 
em um sistema fechado

Num sistema fechado foi introduzido um copo com 100 ml de 

água ultrapura e materiais conhecidos por l ibertarem HPAs 

por combustão, nomeadamente 2 cigarros (~1,5 g), 10 fósfo-

ros (~1,3 g) e aproximadamente 1 g de aparas de madeira 

e carvão. Os materiais foram queimados e o sistema foi man-

tido fechado por 48 horas. Após este tempo, alíquotas de 

15 mL de água foram analisadas para a presença de Pyr e

1-ClPyr como descrito acima.

Formação de HPAs clorados durante a desinfeção da água 
por cloração

A primeira cloração foi realizada em água ultrapura com con-

centrações de pireno compreendidas entre 0,1 a 10 µgL−1. 

Resumidamente, 5,7 µL de NaOCl a 14% (VWR, EUA) foram 

adicionados a 300 mL de água e após acidificação a pH 3 a 

mistura foi agitada durante 3h à temperatura ambiente. Após 

neutralização da mistura (pH 7-8) com uma solução de amônia 

a 24% (Merck, Alemanha), foi pesquisada a presença de Pyr e 

1-ClPyr por GC-MS como descrito acima. Em seguida, a clo-

ração das amostras de água resultantes da seção experimen-

tal anterior (mimetizando a contaminação da água de pireno 

por transferência de ar-água) foi submetida ao processo de 

cloração após adição de 15 µgL−1 de PAHs ou não.

Cultura celular e tratamento com poluentes

Células de hepatocarcinoma humano (HepG2- ATTC-HB-

8065) foram mantidas como descrito anter iormente (20). Foi 

preparada uma nova solução de 1-ClPyr di luindo uma solu-

ção 20 mM em dimeti lsulfóxido (DMSO; Merck, Alemanha), 

num volume adequado de meio de tratamento (20) antes de 

cada experiência. 

Viabilidade celular e citotoxicidade de poluentes

As células HepG2 foram cultivadas a uma densidade de 1x104 

cels/poço numa placa de 96 poços e incubadas a 37°C/5% de 

CO2, durante 24h. Foram então expostas a 2µM de 1-ClPyr por 
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períodos de tempo distintos até 72h. Células não expostas aos 

compostos foram usadas como controle negativo. O ensaio de 

brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio (MTT) 

(atividade mitocondrial) foi usado para avaliar os efeitos citotóxi-

cos do 1-ClPyr. Após exposição ao 1-ClPyr, as células foram la-

vadas com PBS e posteriormente incubadas com 500 µgmL−1

de MTT em meio de tratamento por 4h a 37ºC/5% de CO2 em 

atmosfera húmida. Posteriormente, a solução de MTT foi remo-

vida e 100 µl de dimetilsulfóxido (DMSO) foram adicionados a 

cada poço para dissolver os cristais de formazan, por 30 minu-

tos à temperatura ambiente no escuro. A absorvância a 570 

nm foi medida usando um espectrofotômetro Multiscan Ascent 

(Thermo Labsystems). A viabilidade celular (%) avaliada pela 

atividade mitocondrial (MTT) das células tratadas foi calculada 

como a razão entre a absorvância média das células tratadas e 

controlo. Os resultados foram expressos como a média (± DP) 

de pelo menos três experiências independentes por condição 

de tratamento realizadas em triplicado.

Despolarização da membrana mitocondrial

Mitotracker Red CMXRos (ThermoFischer Scientif ic, EUA) é 

uma sonda que se difunde livremente através da membrana 

celular e se acumula dentro de mitocôndrias ativas metabóli-

cas (21). Esta sonda foi uti l izada para avaliar qualitativamente 

a despolarização da membrana mitocondrial de acordo com 

as instruções do fornecedor. Células não tratadas e células 

expostas a 50 mM de cianeto de carbonil metilo m-clorofe-

nil-hidrazona (CCCP) por 24 h foram usadas como controlo

negativo e positivo, respetivamente. As células tratadas com

2 µM 1-ClPyr, foram incubadas com 50 µM MitoTracker Red 

por 30 minutos antes de se atingirem as 24, 48 ou 72h de ex-

posição ao poluente. As células foram lavadas com PBS e 

fixadas com paraformaldeído a 4% durante 15 minutos à tem-

peratura ambiente protegidas da luz. O núcleo das células foi 

corado com Hoechst (10 µL / mL) durante 2 minutos. As lame-

las foram então montadas por inversão numa gota de meio 

de montagem de fluorescência previamente colocado numa 

lâmina de vidro. As amostras analisadas por microscopia con-

focal (Leica, SP2) sob uma objetiva de imersão de 40x e uma 

ocular de 10x. Pelo menos duas experiências independentes 

em duplicado foram realizadas.

Análise estatística

Os resultados da viabilidade celular e da citotoxicidade dos 

poluentes foi realizada pelo teste ANOVA de uma via com teste 

de comparação múltipla de Tukey. Os resultados são conside-

rados estatisticamente significativos para valores de p <0,05. 

Os resultados foram expressos como a média (± desvio padrão 

-DP) de pelo menos três experiências independentes.

_Resultados e discussão

Inicialmente a presença de Pyr e 1-ClPyr foi pesquisada em 

20 amostras de água de naturezas (águas superficiais salga-

das ou doces, subterrânea e água da rede) e origens diver-

sas (tabela 1). O Pyr, foi detetado em três amostras colhidas 

no distrito de Setúbal: água doce superficial de uma fonte 

decorativa (38° 22'54.6''N 8° 28 '15.9''W), águas subterrâne-

as (38° 22'54.6''N 8° 28 '15,9''W), água superficial salgada 

(38° 30'04,3''N 8° 55'24,8''W; 38° 28'54,8''N 8° 49'16,9''W); 

e a amostra de água da rede recolhida no distrito de Beja 

(38° 08'38.1''N 7° 26'58.9''W). A concentração de Pyr nestas 

amostras estava acima do limite de deteção (8 ngL−1), mas 

abaixo do limite de quantif icação (25 ngL−1) do método. O 

derivado clorato (1-ClPyr) estava ausente ou abaixo do limite 

de deteção do método em todas as amostras (tabela 1). Este 

resultado está de acordo com estudos anteriores que consi-

deram o Pyr como um dos HPAs mais abundantes em amos-

tras de água (13,22,23).

Para avaliar o potencial r isco para a saúde humana é impor-

tante ter em conta não só os poluentes, e as suas concen-

trações, mas também as vias de exposição. No caso da 

água, a ingestão é a primeira a considerar. No presente 

estudo, todas as amostras de água doce super f icial recolhi-

das em barragens com pontos de captação de água para 

consumo humano foram negativas para HPA. Em termos de 

saúde pública, este é um resultado tranquil izador, uma vez 

que a exposição a HPA pode causar diversos problemas de 

saúde agudos e crónicos (8). Os resultados obtidos para 

as amostras de água da rede e subterrânea foram mais 

preocupantes. Apesar dos baixos níveis de Pyr, a capacida-

de deste se concentrar em compartimentos l ipofí l icos repre-
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senta uma ameaça para a saúde dos seres humanos a longo 

prazo. Esta preocupação foi expressa pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS), tendo em conta a toxicidade de 

cada um dos HPAs na água e a absorção total estimada em 

um consumo de água de 2 L por dia (24). Além disso, as

águas subterrâneas nas zonas rurais são frequentemente

uti l izadas em ativ idades agrícolas e isso pode levar à acu-

mulação de HPAs em, por exemplo, vegetais ou animais 

para consumo humano. Por tanto, a ingestão de al imentos 

contaminados é outra rota de exposição a estes poluentes. 

Tal também deve ser considerado para a água salgada, já 

que os moluscos, crustáceos e peixes são capazes de acu-

mular HPAs devido á sua elevada l ipof í l ia (18,19,25,26). A ex-

posição por via dérmica (27) pode ser preocupante no caso 

de amostras de águas super f iciais recolhidas em áreas bal-

neares, como a do presente estudo (Setúbal: 38° 30'04,3''N

8° 55'24,8''W; "38° 28'54.8''N 8° 49'16.9''W). A baía de Se-

túbal, local izada no Parque Natural da Arrábida, alberga al-

gumas das praias mais frequentadas pelos habitantes de 

Lisboa estando também per to de rotas marítimas para por-

tos de pesca (Setúbal e Sesimbra) e outros por tos comer-

ciais local izados em Lisboa e Sines. Esta situação potencia 

o r isco de contaminação da água devido ao tráfego maríti-

mo e consequente exposição humana por via dérmica.

A contaminação da água por Pyr resultante da combustão de 

diversos materiais foi previamente demonstrada (1,2,28,29). 

Aqui pretendemos demonstrar que quando tal ocorre num 

sistema fechado pode levar à acumulação deste poluente na 

água, que durante o tratamento de desinfeção com hipoclo-

rito (cloração) pode originar derivados clorados (30,31). Nas 

condições do nosso ensaio, a concentração de Pyr na água 

Tabela 1: Determinação de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs) em amostras de água.

41° 22'42.2''N 6° 21'05.2''W

41° 05'10.1''N 8° 07'53.2''W

40° 20'16.7''N 8° 11'36.9''W

41° 39'10.3''N 8° 13'50.6''W

41° 35'24.5''N 8° 07'56.6''W

40° 02'53.6''N 7° 00'55.4''W

38° 22’54.6’’N 8° 28’15.9’’W

38° 24'15.1''N 7° 22'36.6''W

38° 11'51.0''N 7° 29'45.2''W

38° 41'59.6''N 9° 10'35.6''W

38° 41'31.0''N 9° 25'08.7''W

38° 30'04.3''N 8° 55'24.8''W;

38° 28'54.8''N 8° 49'16.9''W

38° 22’54.7’’N 8° 28’15.0’’W

38° 08'38.1''N 7° 26'58.9''W
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foi de 0,17 ± 0,014 µgL−1 após 48h, enquanto que 1-ClPyr 

não foi detetado (<8 ngL−1) mesmo após cloração da água. 

Estes resultados sugerem que ou é necessária uma concen-

tração mínima de Pyr para que se forme 1-ClPyr ou que o 

rendimento da reação é muito baixo. Para testar a hipótese,

primeiro submetemos à cloração soluções com diferentes 

concentrações de Pyr em água ultrapura. Nestas condições, 

só foi possível detetar 1-ClPyr (0,551 ± 0,0014 µgL−1) quando 

uma concentração inicial de 10 µgL−1 de Pyr estava presen-

te. No entanto, quando em vez de água ultrapura enriqueci-

da em Pyr, foi usada a água contaminada experimentalmente

(contendo 0,17 ± 0,014 µgL−1 Pyr) foi obtido um resultado dife-

rente. Neste caso, após a adição de Pyr para atingir uma con-

centração de 15 µgL−1, antes da cloração foram detetadas 0,185 

± 0,027 µgL−1 de 1-ClPyr na amostra clorada. O menor rendi-

mento da reação em comparação com a água ultrapura sugere 

que a cloração de outros HPAs pode ocorrer em paralelo.

Finalmente, usamos a linha celular HepG2 derivada de fígado 

humano, considerada um dos melhores modelos celulares 

para prever a toxicidade humana (32), para avaliar a toxicidade 

do 1-ClPyr pelo ensaio de MTT. Este composto foi selecionado 

para o ensaio de toxicidade, uma vez que os HPA halogena-

dos são considerados potencialmente mais tóxicos do que os 

respetivos compostos parentais (33-35). A citotoxicidade indu-

zida pela exposição a 2 µM 1-ClPyr (concentração máxima 

solúvel do composto, determinada por GC-MS) após 24, 48 

e 72h foi avaliada pela atividade mitocondrial através de MTT 

(figura 1a ). Após 24 e 72h, a diminuição da atividade mitocon-

drial foi estatisticamente signif icativa (p <0,0001) quando 

comparada com o controlo (células não expostas ao poluen-

te), mas não após 48h. Este resultado está de acordo com a 

flutuação da despolarização da membrana mitocondrial refle-

tida pela diminuição de acumulação de MitoTracker Red após 

24 e 72h, mas não após 48h de exposição a 2 µM 1-ClPyr 

(figura 1b ). O efeito tóxico inicial às 24h demonstrado pelos 

dois ensaios pode resultar duma capacidade limitada de de-

sintoxicação da linhagem celular via citocromo P450 (36). No 

entanto, a recuperação após 48h mostra que a linhagem celu-

lar poderia responder ao efeito tóxico por um tempo limitado, 

já que após 72h a despolarização e a viabilidade da membrana

mitocondrial diminuem, sugerindo a necessidade de adapta-

ção ao estímulo tóxico desencadeado pelos HPAs (37,38). 

Mais estudos com diferentes abordagens experimentais são 

necessários para desvendar os mecanismos moleculares 

subjacentes a este composto HPAs.

_Conclusão

Foi possível detetar Pyr em diferentes amostras de água 

(super f icial salgada e doce, subterrânea e água da rede). 

Além disso, o 1-ClPyr pode ser gerado, em concentrações 

detetáveis, durante o processo de cloração se uma concen-

tração mínima de Pyr estiver presente na água não tratada. 

Uma vez que o derivado clorato se revelou tóxico, é aconse-

lhável monitor izar regularmente a concentração de Pyr (e 

outros HPAs) em água, especialmente água destinada a 

consumo humano.

Figura 1: Avaliação da toxicidade de 1-ClPyr em células 
HepG2.
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