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ABREVIATURAS

ACGIH — do inglés American Conference of Industrial Hygienists
ADN - Acido desoxirribonucleico

ALA — Acido §-aminolevulinico

ALAD — Desidratase do acido 8-aminolevulinico (enzima)

ALAS - Sintetase do acido 8-aminolevulinico

ALA- U — Acido §-aminolevulinico urinaria

AMP — Adenosina monofosfato

ARN - Acido ribonucleico

ATSDR — do inglés Agency for Toxic Substances and Disease Registry
BEI — do inglés Biological Exposure Indices

BLV — do inglés Biological Limit Value /valor limite bioldgico
BM — Biomarcador

CA — Aberragdes cromossémicas

CD —do inglés Cluster of Diferentiation

col. — colaboradores / co-autores

COPRO-0 — Coproporfirinogénio oxidase

COPRO-U — Coproporfirina urinaria

CSAO — Centro de Saude Ambiental e Ocupacional, INSA, I.P.
dNTP — Desoxirribonucleotideos trifosfatados

DSA — Departamento de Saude Ambiental, INSA, I.P

EAA — Espectrometria de Absor¢cdo Atdmica

ENSP — Escola Nacional de Saude Publica, UNL

EU — Unido Europeia

FITC — Isocianato de fluoresceina (do inglés fluorescein isothiocyanate)
FRX — Fluorescéncia de raios X

FSC — do inglés Forward Scatter

GABA — Acido gama aminobutirico

GSH - Glutationa

IARC — do inglés International Agency for Research on Cancer

I.C. —intervalo de confianca
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ICP-MS — do inglés Inductively coupled plasma mass spectroscopy
ILZSG — do inglés International Lead and Zinc Study Group

INSA — Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge

IPAC — Instituto Portugués de Acreditacao

IUPAC — do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry
L - Litro

Linfocitos Tc — Linfdcitos citotdxicos

Linfdcitos Th — Linfécitos auxiliares (do ingles helper)

LOAL — do inglés Lowest Observable Effect Level

LTA — Laboratdrio de Toxicologia Ambiental, INSA

min — Minuto

mL — Mililitro

MN — Micronucleo

uL — Microlitro

um — Micréometro

NIOSH — do inglés National Institute for Occupational Safety and Health
NK —do inglés Natural Killer

NMDA — N-metill-D-aspartato (canais NMDA)

nm — Nandmetro

OCDE - Organizacdo para a Cooperacgdo e Desenvolvimento Econémico
OEL — do inglés Occupational Exposure Limits

OMS — Organizagao Mundial de Saude

pb — Par de base

Pb — Chumbo

PBG — Porfobilinogénio

Pb-P — Concentrag¢do de chumbo no plasma

Pb-S — Plumbémia, concentra¢do de chumbo no sangue

PBS — Solugdo salina de tampao fosfato

Pb-U — Concentragdo de chumbo na urina

PC5 — Ficoeritrina cianina 5 (do ingles phycoerytrin —cyanine 5)

PCR — Reac¢do em Cadeia de Polimerase (do ingles Polymerase Chain Reaction)

PE — Ficoeritrina (do ingles phycoerytrin)
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P5N — Pirimidina 5’-nucleotidase

PP-IX — Protoporfirina IX

PPE — Protoporfirina eritrocitaria

PPZ — Protoporfirina de zinco

Ql — Quociente de Inteligéncia

RFLP — do inglés Restriction Fragment Lenght Polymorfisms

seg — Segundo

SCE — Troca de cromatides irmas

SCGE — Electroforese em microgel Single Cell Gel Electrophoresis (Teste do Cometa)
SCOEL — do inglés Scientific Committee for Occupational Exposure Limits
SNC - Sistema Nervoso Central

SSC — do inglés Side Scatter

Taq — do inglés Thermus Aquaticus

TBE — Solugdo tampdo de Tris/Borato/EDTA

TCR — Receptor do antigénio de linfécitos T

TCR-mf — Frequéncia de mutagdo do receptor do antigénio de linfécitos T
TLV — do inglés Threshold Limit Values

TLV-C — do inglés Threshold Limit Values —ceiling

TLV-STEL — do inglés Threshold Limit Values —short-term exposure level
TLV-TWA — do inglés Threshold Limit Values —time-weighted average
UASO — Unidade do Ar e Saude Ocupacional, INSA

UE — Unidades Europeias

UNL — Universidade Nova de Lisboa

UV — Radiac¢do Ultravioleta

VDR — Receptor da Vitamina D

VLB — Valor Limite Bioldgico

VLE — Valores Limite de Exposicao

VLE-CM — Valores Limite de Exposicdo — concentragdo mdaxima

VLE-MP - Valores Limite de Exposicdo — média ponderada
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RESUMO

A exposicdo continua a substancias quimicas tem consequéncias para a saude humana,
algumas das quais ndo estdo ainda totalmente estabelecidas. A toxicologia ocupacional é uma
area interdisciplinar que envolve conhecimentos de higiene e de medicina ocupacional, de
epidemiologia e de toxicologia e que tem por principal objectivo prevenir a ocorréncia de
efeitos adversos decorrentes do ambiente ocupacional sendo um dos seus principais papéis
fornecer o maximo de dados que possam contribuir para o conhecimento dos potenciais

efeitos na saude.

O chumbo é um téxico de caracteristicas cumulativas que provoca na saude efeitos
principalmente sistémicos, ou seja, o efeito téxico manifesta-se em locais afastados do
contacto inicial que resultam essencialmente de exposi¢cdes crénicas, resultantes de periodos
de exposicdo mais ou menos longos ao metal (entre meses e anos). Pode interagir com
diferentes 6rgdos e tecidos, ligando-se a moléculas e constituintes celulares. Uma vez que nao
possui qualquer fungao fisioldgica, a presenca do chumbo no organismo humano resulta numa
série de efeitos prejudiciais que afectam diversos érgaos e sistemas. A toxicidade do chumbo
manifesta-se em diversos orgdos e tecidos, nomeadamente no sistema hematopoiético, no
sistema nervoso, no rim, no aparelho reprodutor, no sistema cardiovascular, no sistema

enddcrino e no sistema imunitario.

Da interferéncia do chumbo com o funcionamento de alguns sistemas biolégicos resultam um
conjunto de alteragdes fundamentais ao nivel dos processos de transporte através das
membranas, da integridade estrutural e funcional das enzimas e de varias vias metabdlicas, em
especial da fosforilacdo oxidativa e da sintese do heme sendo os primeiros efeitos bioquimicos

do chumbo detectados a partir de valores de plumbémia inferiores a 10 pg/dL.

As medidas de higiene e seguranca actualmente em vigor nos paises desenvolvidos asseguram
gue os casos de intoxicacdo grave sdo cada vez menos frequentes. No entanto, o risco de
exposicdo a nivel ocupacional existe em todas as actividades que envolvem materiais que o
contenham como as exploragdes mineiras, as fundi¢gdes primdria e secundaria, a producdo de
baterias de chumbo acido, a produgdo de vidro com pigmentos de chumbo, as soldaduras de

reparacdo automovel e a instrucdo de tiro.
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Desde 2006 o chumbo é considerado pela International Agency for Research on Cancer (1ARC)
uma substancia carcinogénica do grupo 2A (provavel carcinogénio para o ser humano).
Considera-se, assim, que o chumbo tem, inequivocamente, capacidade de induzir cancro em
animais experimentais mas que, embora haja fortes indicios de que os mecanismos que
medeiam a carcinogénese desses compostos ocorrem no ser humano, os dados disponiveis

ainda ndo podem assegurar essa relacdo.

Com este estudo pretendeu-se contribuir para o conhecimento da toxicidade do chumbo
através do estudo da exposi¢cdo ao chumbo e da influéncia da susceptibilidade individual (em
industrias sem co-exposicao significativa a outros agentes conhecidos ou suspeitos de serem
carcinogénicos). Pretendeu-se estudar o caso através de uma abordagem mdultipla que
permitisse relacionar diferentes tipos de marcadores biolégicos uma vez que a monitorizagdo
biolégica integra todas as possiveis vias de entrada no organismo (para além da via
respiratodria), eventuais exposi¢des fora do contexto estritamente profissional assim como uma
série de factores intrinsecos individuais (relacionados com modos de via, de natureza

fisiolégica e comportamentais).

Sendo a co-exposicdo a outros compostos com propriedades genotdxicas e carcinogénicas uma
questdo dificil de tornear quando se quer avaliar o potencial genotéxico do chumbo em
populac¢des expostas, ocupacional ou ambientalmente este estudo tem a vantagem de ter sido
efectuado em populagdes sem co-exposicdo conhecida a outras substancias deste tipo,
permitindo concluir sobre os efeitos resultantes apenas da exposi¢do a chumbo na populagdo
humana, contribuindo para explicar algumas das aparentes inconsisténcias e contradi¢es

entre diferentes estudos sobre este tema.

Os indicadores de exposicdo usados foram: indicadores de dose interna (doseamento de
chumbo e de PPZ no sangue), indicadores de efeitos adversos no heme e genotdxicos
(actividade da ALAD, teste do cometa e mutacdo em TCR) e indicadores de susceptibilidade
(polimorfismos genéticos de ALAD e VDR) através de uma abordagem estatistica de
comparacao directa de sub-grupos previamente definidos na populacdo e da aplicagdo de um

modelo de regressao multipla.

Este estudo revelou que os niveis de plumbémia na populagdo portuguesa baixaram

significativamente nos ultimos 10 anos, tanto na populacdo ocupacionalmente exposta como
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na populacdo em geral e que a presenca do gendtipo B-B (do gene VDR) é preditiva das
variacoes de plumbémia, quando comparada com o gendtipo mais frequente na populacao, B-
b; ao contrario, o gendtipo b-b ndo aparenta ter influéncia em nenhum dos marcadores

estudados.

No que diz respeito a efeitos genotdxicos concluiu-se que estes ndo se manifestaram na
populag¢do estudada, levando a concluir que nos niveis de exposi¢ao estudados, o chumbo nao
tem capacidade de induzir este tipo de efeitos per si levando ao refor¢o da hipdtese, ja
levantada por outros autores, de que o mecanismo de genotoxicidade do chumbo seja
essencialmente de promog¢do de processos de genotoxicidade desencadeados por outros

agentes.

A realizacdo de estudos de efeitos genotéxicos e de stress oxidativo desenhados de forma a
comparar grupos de trabalhadores expostos apenas a chumbo com grupos de trabalhadores
com o mesmo nivel de exposicdio a chumbo, mas com co-exposicdo a outros agentes
reconhecidamente carcinogénicos poderd ajudar a aumentar o conhecimento deste efeito do

chumbo na saude humana.
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ABSTRACT

Continuous exposure to chemical substances affects human health, and some of those effects
haven’t been totally established yet. Occupational toxicology is an interdisciplinary area
involving knowledge concerning occupational hygiene and medicine, epidemiology and
toxicology. This area main goal is to prevent the occurrence of adverse effects derived from
the occupational environment, being one of its primary roles to provide the maximum amount

of data that may contribute to get to know the potential effects on health.

Lead is a toxic of cumulative characteristics whose effects on health are mainly systemic. This
means that the toxic effect appears in spots far from the initial contact which essentially derive
from chronic exposures, resulting from more or less long periods of exposure to the metal
(months or years). It may interact with different organs and tissues, binding itself to molecules
and cellular constituents. As it doesn’t have any physiological function, lead in the human body
results in a series of harmful effects that affect several organs and systems. Lead toxicity builds
up in various organs and tissues, namely in the hematopoietic system, in the nervous system,
in the kidneys, in the reproductive system, in the cardiovascular system, in the endocrinal

system and in the immunitary system.

When lead interferes with some biological systems operation there is a set of fundamental
changes in membrane transportation processes, in the enzyme and several metabolic
pathways structural and functional integrity, especially in the oxidative phosphorylation and in
heme synthesis, being the first lead biochemical effects detected through blood lead values up

to 10 pg/dL.

Present hygiene and safety measures in the developed countries assure serious intoxication
cases to be less and less frequent. Nevertheless, there is a risk of exposure at an occupational
level in all those activities involving materials with lead, such as mining, primary and secondary
foundries, the production of acid lead batteries, the production of lead-pigmented glass,

welding for car repairing and fire arms training.

Since 2006 the International Agency for Research on Cancer (IARC) has considered lead to be a
carcinogenic substance from group 2A (probable carcinogenic for the human being).

Therefore, lead is considered to have, undeniably, the capability to induce cancer in laboratory
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animals; however, despite the strong evidence that the mechanisms involved in the
carcinogenesis of those compounds occur in the human being, the available data is not enough

to ensure that relation.

This study is intended to be a contribution to lead toxicity knowledge by studying the exposure
to lead and the influence of individual susceptibility (in industries without a significant co-
exposure to other agents either known or suspect of being carcinogenic). It was intended to
study the case by using a multiple approach that would allow relating different types of
biological markers. This because biological monitoring integrates all the possible entry
pathways in the body (besides the breathing pathway), eventual exposure out of the strictly
professional context as well as a series of inherent individual factors (related with physiological

and behavioural living habits).

Being co-exposure to other compounds with genotoxic and carcinogenic properties a difficult
issue to be ignored when evaluating lead genotoxic potential in exposed populations, either
occupationally or environmentally, this study has the advantage of having been performed in
populations that have not been exposed to other substances of this kind. This fact has enabled
to conclude over the effects that have resulted only from human population exposure to lead,
contributing to explain some of the apparent inconsistencies and contradictions between

different studies about the same theme.

The used exposure indicators were internal dose indicators (lead and PPZ blood levels), heme
and genotoxic adverse effects indicators (ALAD activity, comet test and mutation in TCR) and
susceptibility indicators (ALAD and VDR genetic polymorphisms) by a direct comparison
statistical approach of pre-defined sub-groups in the population and by the appliance of a

multiple regression model.

This study revealed that the blood lead levels in the Portuguese population significantly
decreased in the last 10 years both in the occupationally exposed population and in the
general population, and that the presence of B-B genotype (from VDR gene) predicts blood
lead variations when compared to the most frequent genotype in the population, B-b; on the

contrary, the b-b genotype doesn’t seem to have influence on any of the studied markers.
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As far as genotoxic effects are concerned, it was concluded that these did not appear in the
studied population. This led to the conclusion that in the studied exposure levels the lead is
not capable of inducing this type of effects per si, thus emphasising the hypothesis, which was
already raised by other authors, that lead genotoxicity mechanism is essentially the promotion

of genotoxicity processes triggered by other agents.

Developing genotoxic effects and oxidative stress studies drawn to compare groups of workers
exposed only to lead with groups of workers with the same level of lead exposure, but with co-
exposure to other recognised carcinogenic agents, may help to enlarge the knowledge about

this lead effect on human health.
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RESUME

Une exposition continue a des substances chimiques a des conséquences sur la santé humaine.
Certaines d’entre elles ne sont pas encore totalement établies. La toxicologie occupationnelle
reléeve d’un domaine interdisciplinaire qui regroupe les connaissances d’hygiéne et de
médecine occupationnelles, d’épidémiologie et de toxicologie. Elle a comme principal objectif
de prévenir I'apparition d’effets adverses provenant de I'environnement occupationnel; I'un
de ses principaux réles est de fournir un maximum de données pouvant contribuer a la

connaissance d’éventuelles répercussions sur la santé.

Le plomb est un toxique aux caractéristiques cumulatives qui provoque des effets
particulierement systémiques sur la santé. Ainsi, I’effet toxique se manifeste dans des espaces
distants du contact initial et se doit particulierement a des expositions chroniques et a des
périodes d’exposition au métal plus ou moins longues (durant des mois ou des années). Il peut
interagir avec divers organes et tissus et se lier a des molécules et constituants cellulaires.
Dépourvue de toute fonction physiologique, la présence du plomb dans I'organisme humain
résulte d’'une série d’effets nocifs qui affectent divers organes et systemes. La toxicité du
plomb se manifeste dans divers organes et tissus, notamment dans le systéeme
hématopoiétique, dans le systéme nerveux, dans la fonction rénale, dans I'appareil
reproducteur, dans le systeme cardiovasculaire, dans le systeme endocrinien et dans le

systeme immunitaire.

L'interférence du plomb dans le fonctionnement de certains systémes biologiques provoque
d’importantes altérations au niveau des mécanismes de transport a travers les membranes,
I'intégrité structurale et fonctionnelle des enzymes et diverses voies métaboliques, en
particulier la phosphorylation oxydative et la synthése de I’heme. Ce sont les premiers effets

biochimiques du plomb détectés a partir de taux de plombémie dans le sang inférieurs a 10

ug/dL.

Les mesures d’hygiene et de sécurité actuellement en vigueur dans les pays développés
contribuent a la réduction de cas d’intoxication grave. Cependant, le risque d’exposition au
niveau occupationnel existe dans toutes les activités en contact avec des matériaux contenant

du plomb, comme les explorations miniéres, les fonderies primaire et secondaire, la
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production de batteries en plomb acide, la fabrication du verre avec des pigments de plomb, la

soudure en réparation automobile et I'instruction au tir.

Depuis 2006 le plomb est considéré par I'International Agency for Research on Cancer (IARC)
comme une substance carcinogénique du groupe 2A (éventuel carcinogene pour I'étre vivant).
On considére ainsi que le plomb peut provoquer le cancer sur les animaux expérimentaux.
Bien qu’il y ait de forts indices pour que les mécanismes qui mesurent la carcinogéneése de ces
composés surviennent chez I'étre humain, les données disponibles ne peuvent toutefois pas

encore prouver cette relation.

A travers cette étude, nous avons cherché a contribuer a la connaissance de la toxicité du
plomb a partir de I'analyse de I'exposition au plomb et de l'influence de la susceptibilité
individuelle (en industries sans co-exposition significative a d’autres agents connus ou
susceptibles d’étre carcinogénes). Nous avons voulu étudier le cas a travers une approche
multiple a fin de mettre en relation divers types de marqueurs biologiques sachant que la
monitorisation biologique intégre toutes les voies possibles de I’entrée dans I'organisme (en
plus de la voie respiratoire), d’éventuelles expositions en dehors du contexte strictement
professionnel ainsi qu’un ensemble de facteurs intrinseques individuels (en rapport avec des

modes de vie, de nature physiologique et comportemental).

La co-exposition a d’autres composés aux propriétés génotoxiques est une question difficile a
délimiter quand on cherche a évaluer le potentiel génotoxique du plomb sur des populations
exposées, de facon occupationnelle ou environnementale. Aussi, cette étude a-t-elle
|'avantage d’avoir été réalisée sur des populations sans co-exposition connue a d’autres
substances de ce type, nous permettant de conclure sur les effets résultants a peine de
I’exposition au plomb dans la population humaine, contribuant a I'explication de certaines
inconsistances et contradictions apparentes que nous rencontrons dans diverses études sur ce

théme.

Les indicateurs d’exposition utilisés ont été les indicateurs de dose interne (taux de plomb et
de PPZ dans le sang), les indicateurs d’effets adverses sur I’heme et génotoxiques (activité de
I’ALAD, test de la comete et mutation en TCR) et les indicateurs de susceptibilité

(polymorphismes génétiques d’ALAD et VDR) a travers une approche statistique de
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comparaison directe de sous-groupes définis par avance dans la population et de I'application

d’un modele de régression multiple.

Cette étude a révélé que les niveaux de plombémie dans la population portugaise ont
fortement baissé durant les dix derniéres années, aussi bien dans la population avec une
exposition occupationnelle que dans la population en général et que la présence du génotype
B-B (du géne VDR) dépend des variations de plombémie, quand elle est comparée au génotype
le plus fréquent dans la population, B-b; en revanche, le génotype b-b ne semble influencer

aucun des marqueurs étudiés.

En ce qui concerne les effets génotoxiques, nous avons observé que ces derniers ne se sont
pas manifestés dans la population étudiée, ce qui nous a amené a conclure que dans les
niveaux d’exposition étudiés, le plomb n’a pas la capacité d’induire ce type d’effets en soi ce
qui nous a conduit a renforcer I’hypothése, déja soulevée par d’autres auteurs, selon laquelle
le mécanisme de génotoxité du plomb est essentiellement une promotion de processus de

génotoxité provoqués par d’autres agents.

La réalisation d’études sur les effets génotoxiques et le stress oxydatif établies de maniére a
comparer des groupes de travailleurs exposés uniquement au plomb avec des groupes de
travailleurs exposés a un méme taux de plomb mais avec une co-exposition a d’autres agents
reconnus carcinogéniques pourra contribuer a approfondir la connaissance de I'effet du plomb

sur la santé humaine.
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NOTA PREVIA

Ao longo da historia das civilizagbes o Homem tem vindo a utilizar os metais de
variadas formas. Com o desenvolvimento industrial, tanto a extraccdo de metais como a
sua utilizacdo sofreram um incremento consideravel que conduziu a poluicdo
generalizada do meio ambiente e, consequentemente, a0 aumento dos riscos associados
a exposicdo humana que pode ocorrer em diversas situacdes e por diferentes vias, no
ambiente geral ou no ambiente profissional, através do ar, dgua e solo, tanto por

inalacdo, como por ingestdo ou contacto com a pele.

Os metais estéo largamente disseminados no ambiente e s&o naturalmente redistribuidos
tanto por ciclos geoldgicos e bioldgicos como por actividades antropogenicas. Sao
definidos quimicamente como “clementos que conduzem electricidade, tém um brilho
metalico, sdo maleaveis e ducteis, formam catides e 6xidos basicos”. Com base nesta
definicdo a maioria dos elementos pode ser descrita como metal (Goyer e Clarkson
2001; sdo cerca de oitenta os que pertencem a tabela periddica dos elementos quimicos

e se enquadram nesta definicao.

Tendo em consideracdo a sua capacidade para formar ides positivos (perder electrbes),
distinguem-se 0s “metais comuns”, que oxidam facilmente (por exemplo, metais
alcalinos e alcalino-terrosos) e 0s “metais nobres”, muito resistentes a oxidacao (como o
ouro, a prata ou a platina). Outra classificacdo que tem sido amplamente utilizada ao

longo dos anos ¢ a que considera dois grupos: ‘metais leves’ e ‘metais pesados’.

Num relatério técnico da International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
foi publicada uma revisdo extensiva de todos esses termos e das suas utilizacGes para
concluir que o termo ‘metal pesado’ tem sido usado de forma inconsistente ¢ nem
sempre muito correcta do ponto de vista cientifico, sendo dificil estabelecer uma
definicdo inequivoca (Duffus 2002). Neste sentido, o termo ‘metal pesado’ vai ser

evitado ao longo deste trabalho e o chumbo sera sempre referido apenas como metal.
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1. INTRODUCAO

Antes do século XIX pouco se sabia sobre como controlar as doencas e pouco era feito
nesse sentido, apesar de ja se terem acumulado algumas no¢des empiricas importantes
sobre higiene, saneamento, contéagio e controlo de epidemias. A Revolugdo Industrial no
século XVIII resultou em profundas transformacgdes socioeconémicas quer na Europa,
quer na América e alterou profundamente as condicdes de vida nas sociedades,
originando um deslocamento intensivo da populagdo rural para as cidades com o
consequente crescimento desordenado das populagdes urbanas. Na sequéncia dessas
alteracdes sociais que estiveram na origem de condicdes de miséria e de exploracéo dos
mais pobres e vulneraveis, vieram a surgir movimentos de reforma com consequéncias
directas na melhoria das condi¢des de salude e sociais das populacdes, desde logo com o
progresso do saneamento e de distribuicdo de dgua canalizada nas cidades industriais
(Last 1926). Finalmente, o século XX trouxe novas abordagens ao controlo da doenca e

melhoramento das condicdes de salde.

A saude publica surge, neste contexto, como “a arte de prevenir a doenca, prolongar a
vida, promover a salude e a aptiddo fisica através de esforcos coordenados da
comunidade, para o saneamento do meio, o controlo das infeccbes na populagdo, a
educacdo do individuo para os principios da higiene pessoal, a organizacdo dos servicos
médicos e de enfermagem para o diagndstico precoce e o tratamento preventivo das
patologias, o desenvolvimento de dispositivos sociais que assegurem a cada um nivel de
vida adequado a conservacdo da sua saude”, numa das mais célebres e citadas

definicdes, apresentada por Charles-Edward Winslow em 1920".

! Citagdo traduzida do francés, pagina 9-10 de Fassin (Fassin 2008).
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Desde meados do seculo XX a salde publica tem estado cada vez mais em destaque e,
em 1981, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) langou a estratégia de “Health For
All by the Year 2000” (HFA 2000) reconhecendo que o desenvolvimento da salde
publica e da promocdo da saude depende da participacdo real das comunidades e da
colaboracédo entre diferentes sectores e agéncias sendo que a salde, a sua proteccdo e
promocdo, ndo diz unicamente respeito ao sector da salde, mas que constitui uma
colaboracdo intersectorial (Ashton e Seymor 2000). A salde ambiental e a salde
ocupacional surgiram, assim, como ramos da saude publica intimamente ligados aos
sistemas de promocdo de saude, que se ocupam de todos os factores e condi¢bes do
ambiente que rodeia os seres humanos e que podem influenciar e alterar o estado de

salde e de bem-estar destes (Last 1926).

Desde entdo tem havido preocupacdo com as condi¢es de higiene e com a saude
publica em geral, assim como com a dos trabalhadores no seu local de trabalho. Apesar
dos desenvolvimentos e melhorias a que se tem vindo a assistir, 0s riscos considerados
aceitaveis sdo avaliados continuamente, numa sociedade que reconhece a existéncia de
uma relagdo causal entre exposicdo continua e 0 aparecimento de doengas cronicas ou

com longo tempo de laténcia (Thorne 2001).

A exposicao continua a substancias quimicas tem consequéncias para a saide humana,
algumas das quais ndo estdo ainda totalmente estabelecidas. A toxicologia ocupacional é
uma éarea interdisciplinar que envolve conhecimentos de higiene e de medicina
ocupacional, de epidemiologia e de toxicologia e que tem por principal objectivo
prevenir a ocorréncia de efeitos adversos decorrentes do ambiente ocupacional sendo
um dos seus principais papéis fornecer o maximo de dados que possam contribuir para o

conhecimento dos efeitos potenciais na salde.

A partir da década de 1970 a investigacdo com base em monitorizacdo biologica
adquiriu grande importancia e tem contribuido para o processo de estabelecimento de
limites maximos de exposicdo (Pivetta et al. 1990; Thorne 2001). Em 1996 o National
Institute for Occupational Safety and Health (NIOSH) estabeleceu os métodos de
pesquisa em cancro ocupacional como uma das suas areas prioritarias de intervencéo

com base no reconhecimento de que os factores ocupacionais tém um grande peso no

Exposicdo profissional ao Chumbo: Analise da inducio de efeitos genotoxicos

21



. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1. Introdugdo

nimero de cancros desenvolvidos nas sociedades industrializadas, resultando em

nameros importantes de mortalidade e morbilidade (NORA 2003).

Nos casos em que se confirma o potencial efeito genotdxico de um composto, deixa de
ser possivel determinar com certeza qual o limiar de aceitabilidade para a exposi¢do
humana sem a ocorréncia de efeitos carcinogénicos. Estando os progressos nesta area
extremamente dependentes da interdisciplinaridade das investigagcdes, o que envolve
diversas areas de especializacdo, estudos como o desta tese visam contribuir para a
obtencdo de dados que irdo alargar o conhecimento sobre as substancias classificadas
pela International Agency for Research on Cancer (IARC) como pertencendo aos
grupos 2A e 2B, respectivamente, substancias provaveis e possiveis carcinogénicos para

0 homem.

Exposicdo profissional ao Chumbo: Analise da inducio de efeitos genotoxicos

22



I. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2. Exposigdo humana ao chumbo

2. EXPOSICAO HUMANA AO CHUMBO

Os metais sdo xenobidticos largamente conhecidos pelo Homem. A maioria dos
organismos Vivos necessita apenas de alguns metais e, mesmo esses, em doses muito
baixas, os denominados ‘micronutrientes’ ou ‘metais essenciais’ como é 0 caso do
sodio, potéassio, calcio, ferro, zinco, cobre, niquel, magnésio e manganés. No entanto
qualquer destes metais, como qualquer substancia, pode tornar-se toxico para 0S
sistemas bioldgicos e para a salde humana quando ultrapassa determinadas
concentracgdes, consideradas limite. De forma diferente, o chumbo, o mercdrio, o
cadmio, o crdmio e o arsénio sdo metais que ndo estdo naturalmente presentes em
nenhum organismo vivo e para 0s quais ndo se conhecem fungdes nutricionais nem
bioguimicas. Assim, a presenca destes metais, nomeadamente do chumbo, em

organismos Vvivos é nocivo qualquer que seja a concentracao.

2.1. Propriedades do chumbo

O chumbo é um metal abundante na crosta terrestre que se encontra em quase todos os
sistemas do meio ambiente. O simbolo quimico que o representa € Pb, como abreviatura
do nome latino plumbum (que significa “prata liquida”). Pertence ao grupo 14 da
classificacdo periddica dos elementos quimicos, tem niimero atomico 82, peso atbmico
207.19, ponto de fusdo 327,5°C e apresenta dois estados de oxidacdo Pb*" e Pb*".
A forma Pb?* é a mais abundante no ambiente uma vez que, embora o chumbo tenha
quatro electrbes na sua camada de valéncia, apenas dois deles se ionizam facilmente
(Moreira e Moreira 2004c). Na forma elementar é constituido por uma mistura de quatro
isotopos estaveis que sdo, por ordem decrescente de abundancia: 2®Pb (51-53 %),
208pp (23.5-27 %), 'Pb (20.5-23 %) e **Pb (1.35-1.5 %) (ATSDR 2007). E um metal
denso (densidade relativa de 11.3 a 16°C) e entra em ebulicdo ao atingir cerca de
1740°C. Tem coloracdo branca azulada mas torna-se acinzentada quando exposto ao ar.
Na forma elementar é muito macio e maleavel (pode ser cortado com uma faca) mas
raramente ocorre nesta forma na natureza. Em conjunto com outros compostos (como

antimonio, arsénio, cobre ou zinco) forma minérios muito duros.
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E um metal altamente resistente a &cidos fortes (como o &cido sulfdrico e o &cido
cloridrico) e a corrosdo (por formacdo de uma cobertura de carbonato que adere a sua
superficie e o protege de mais alteraces) mas é facilmente atacado por &cidos fracos
(como o acido acético e o acido nitrico). Apesar de ser um mau condutor de

electricidade, € um bom isolador de ondas sonoras e de radiacGes ionizantes.

Em associagdo com outros elementos da origem a diversos compostos. A galena (PbS),
a cerusita (PbCOs3) e a anglesita (PbSO,) sdo os minérios mais abundantes. Outros
minérios sdo o litargirio (PbO), o zarcdo (vermelho, Pb3;0O,), 0 arsenato de chumbo
(PbHASQ,), alvaiade (branco de chumbo — PbCO3.Pb(OH),). A galena é o minério mais
abundante deste metal (~87 %) (ATSDR 2007).

2.2. Utilizacao e Exposicao a Chumbo

Devido a algumas caracteristicas especiais, como o baixo ponto de fusédo, a ductilidade e
a facilidade de formar ligas metalicas, o chumbo foi um dos primeiros metais a ser
manipulado pelo homem e era considerado pelos alquimistas o ‘metal mais antigo’.
A utilizacdo do chumbo observou-se em todos os periodos da histéria do homem,

acompanhando as diferentes civilizacdes.

Existindo relatos da sua utilizacdo desde a Antiguidade (4000 a.C.) no fabrico de
utensilios domesticos, armas e adornos, 0 seu uso adquiriu particular importancia
durante o Império Romano (Cordeiro e Lima-Filho 1995; Hernberg 2000; Thornton
et al. 2001). A tecnologia utilizada pelos romanos para o abastecimento de dgua através
de uma vasta rede de aquedutos e de cisternas baseava-se na utilizacdo de folhas de
chumbo, que eram também amplamente utilizadas no fabrico de utensilios domesticos
como potes, vasos, tacas e pratos. Outra aplicacdo importante era a preparacdo de um
tipo particular de bebida, chamada sapa, que consistia num licor altamente doce
preparado a partir da fervura do vinho em recipientes manufacturados em chumbo.
O acetato de chumbo, Pb(C,H30,), (curiosamente denominado de chumbo doce ou

acucar de Saturno (Hernberg 2000)), possui um aroma doce que contrabalangava o
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sabor adstringente dos taninos das uvas, para além de inibir a actividade enzimética que
degradava a bebida, tornando-a agraddvel e muito consumida pela classe alta do
Império Romano. Lessler (Lessler 1988) refere uma experiéncia levada a cabo pelo
alemdo K. B. Hofmann, em 1883 que o levou a concluir que o vinho assim tratado e
conservado chegava a conter entre 20 e 30 mg/L (ou até mais) de chumbo. Marqués
(Marqués 1993) afirma que o consumo médio de vinho na Roma Antiga se situava entre
1 e 5 litros por pessoa, por dia. Acredita-se que a utilizacdo alargada do chumbo tenha
contribuido para a intoxicacdo de muitas pessoas da aristocracia romana e alguns
autores associaram-na a um aumento quer de infertilidade quer de psicoses assim como
a uma diminuicdo do QI, que terdo contribuido para a queda do Império (Lessler 1988;
Needleman 2004).

No século XV, Guttenberg deu uma nova utilizacdo a este metal ao usar ligas de
chumbo para obter os caracteres de impressdo utilizados desde entdo nos processos de

tipografia (Gongalves 1997).

Com a Revolucdo Industrial, a utilizacdo de chumbo aumentou significativamente, no
que foi acompanhada por um crescimento exponencial das emissdes de chumbo para o
meio ambiente assim como, em consequéncia, por um aumento significativo das
concentracdes desse metal no sangue da populacdo em geral (Moreira e Moreira 2004b,
2004a).

Em 1859, Planté descobriu um importante processo de producdo de energia eléctrica
que resultou na criacdo dos acumuladores de chumbo, ou de Plante, feitos com placas de
chumbo mergulhadas numa solucdo diluida de &acido sulfarico. A aplicacdo de uma
corrente eléctrica inicial resulta na ocorréncia de reac¢des de oxidacdo-reducdo em que
as placas funcionam como polos, negativo e positivo, gerando energia (Partington 1950
citado por Gongalves (1997)). Apos algumas alteracdes e adaptacdes introduzidas ao

longo dos anos esta descoberta deu origem as actuais baterias dos automéveis.

Em 1921, Thomas Midgley, Jr and Thomas A. Boyd, no Laboratério de Investigacdo da
General Motors, desenvolveram uma nova aplicacdo do chumbo, na forma de

compostos organicos, como aditivo para gasolina (Lovei 1997). A adicdo destes
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compostos aumenta o valor de octano das gasolinas e, simultaneamente, funciona como
lubrificante das vélvulas de exaustdo resultando num importante contributo para o
melhor rendimento dos motores automéveis melhorando o seu desempenho ao evitar a
ocorréncia da auto-igni¢do, ‘knock’ - propriedade antidetonante. Estas caracteristicas
permitiram a industria automével a producdo de motores mais potentes, tornando-se
esta, rapidamente, na maior utilizacdo do chumbo no século XX e acabando por ser a
forma mais significativa de disseminacdo (em larga escala) deste metal no meio

ambiente global.

Nos anos 1970 a producdo mundial de chumbo atingiu valores acima de 3 milhGes de
toneladas por ano (USGS 2007). Nessa altura a maioria das gasolinas utilizadas em todo
o mundo continha chumbo em concentracdes frequentemente superiores a 0,84 g/L,
altura em que comecaram a ser tomadas medidas para diminuir os teores de chumbo na
gasolina. Simultaneamente promoveram-se grandes reducdes na utilizacdo deste metal
nos paises desenvolvidos. Disso sdo exemplos a elimina¢do do chumbo como aditivo
das gasolinas e como pigmentos em tintas, assim como a diminuic¢ao da incorporacao de

chumbo em embalagens de estanho e ceramica®.

A partir de 1990 os paises pertencentes a Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econémico (OCDE)® optaram pela eliminacdo total do contetido
desse metal nas gasolinas. Em 2001 ja quarenta e cinco paises tinham banido a adicédo
de chumbo as gasolinas e a tendéncia permanece para que 0S paises em vias de
desenvolvimento sigam o exemplo dos mais ricos nesse objectivo, continuando

diminuicdo a que ja se vem assistindo nesses paises também. Em Portugal, a diminuicao

“Directiva Europeia 84/500/CEE transposta para a Legislacio Nacional pelo Decreto-Lei (DL) n° 193/88
de 30 de Maio (n°1 do artigo 10°) e as Normas Portuguesas NP 2089: 1986 e NP 1099: 1988; Directiva
Europeia 2005/31/CE (primeira alteragdo a directiva anterior, ndo transposta para Legislacdo Nacional).

® Paises Membros da OCDE: Alemanha, Australia, Austria, Bélgica, Canada, Coreia, Dinamarca,
Espanha, Estados Unidos da América, Finlandia, Franca, Grécia, Holanda, Hungria, Irlanda, Islandia,
Italia, Japdo, Luxemburgo, México, Noruega, Nova Zelandia, Pol6nia, Portugal, Reino Unido, Republica
Checa, Republica Eslovaca, Suécia, Suica e Turquia.
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do contetdo de chumbo na gasolina foi iniciada na década de 90 tendo a eliminacéo
total ocorrido em 1999* (Hilton 2006).

No entanto e apesar e todas estas importantes medidas, continuam a existir maltiplas

fontes de contaminagdo ambiental pelo chumbo.

O chumbo pode ter origem mineira (producdo priméria) ou ser obtido por reciclagem
(producdo secundéria). Recentemente foi publicado um trabalho sobre os ciclos
antropogénicos mundiais do chumbo por Mao e col. (Mao et al. 2008) em que 0s
autores estudaram dados do ano 2000 relativos a producdo, fabrico de produtos, usos,
reciclagem e producdo de residuos de chumbo de 52 paises que consideraram
representativos a nivel global. Segundo eles, nesse ano cerca de 6930 milhares de
toneladas de chumbo foram consumidas mundialmente, das quais aproximadamente
57 % tera sido proveniente de fontes secundarias. Cerca de 3100 milhares de toneladas
terdo sido desperdicados sob diversas formas (o que representa perto de 80 % da
quantidade extraida por producdo primaria nesse ano). De acordo com esse mesmo
estudo, na Europa, a extrac¢do primaria de chumbo é pouco significativa, enquanto que
a producdo secundaria e a importacdo de produtos que contém chumbo tém grande peso

no ciclo de utilizacdo do chumbo neste continente (Mao, et al. 2008).

Segundo dados do International Lead and Zinc Study Group (ILZSG) a producgédo
mundial de chumbo mantém-se nesses valores elevados e a tendéncia € para continuar a
crescer — TABELA 1 (ILZSG 2007). A explicacdo reside na dificuldade de substituicao
deste metal por outros compostos sem prejuizo para a qualidade e caracteristicas dos

produtos finais.

Actualmente os principais produtores mundiais de chumbo de origem priméria sdo a

China, os Estados Unidos da América e a Australia, sequidos do Pert, Canada e

* DL N° 186/99 de 31 de Maio: proibe a comercializagdo de gasolina com chumbo a partir de 1 de Julho
de 1999.
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México. Estes seis paises sdo responsaveis em conjunto por cerca de 82 % da producao
primaria anual de chumbo (ATSDR 2007).

TABELA 1 — Produgao de chumbo refinado e consumo total mundial entre 2003 e 2008,
adaptado de ILZSG (ILZSG 2010).

Chumbo (milhares Volume anual mundial

detoneladas) 2003 2004 2005 2006 2007 2008

Produgdao mineira 3122 3130 3422 3525 3626 3896
Produgdo total 6787 7005 7624 7935 8126 8653
Consumo 6844 7297 7786 8063 8182 8649

O chumbo e os seus compostos sdo actualmente utilizados em diversas industrias.
O principal uso do chumbo (~85 %) reside no fabrico de acumuladores de energia
(baterias de chumbo acido) (Wilburn e Buckingham 2006; ILZSG 2007). Nestas, uma
pasta de 6xido de chumbo ¢ aplicada em grelhas de chumbo que s&o mergulhadas em
acido sulfarico, passando a constituir o material activo da reaccao electroquimica (cerca
de 70 % do peso de uma bateria deve-se ao conteddo em chumbo). Baterias deste tipo
sdo usadas em veiculos motorizados e eléctricos, assim como em geradores estaticos
que funcionam como reserva de energia a utilizar quando ha falhas no fornecimento
eléctrico (Thornton, et al. 2001).

O chumbo ¢ ainda utilizado em ligas metalicas e, em menor extensdo, no fabrico de
municdes, em indastrias de vidro, cristalaria e plastico, na construcdo civil, na
manutencdo e reparacdo automovel e naval, no restauro de edificios e de pinturas
antigas, na industria electrénica (proteccdo em monitores de televisées e computadores),
em fundicdo e soldadura (Thornton, et al. 2001; Mao, et al. 2008). Varias tentativas tém
sido feitas no sentido de encontrar alternativas a sua utilizacdo em todas estas

aplicacBes, mas elas ndo se tém mostrado suficientemente eficientes.

Em qualquer fase dos processos de obtencdo mineira, utilizagdo e reciclagem de

chumbo, este metal é libertado para o ambiente (IARC 2006a). Para além dessas fontes
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h& quantidades enormes de residuos que contém chumbo a serem depositadas em aterros
e encaminhadas para incineradoras, contribuindo para a sua libertagdo para o ambiente
(Tong et al. 2000). A utilizagdo generalizada desde metal através dos tempos, aliada ao
facto do chumbo ndo ser biodegradavel, levou a uma alteracdo profunda do seu ciclo
natural e resultou na poluicdo generalizada de todos os ecossistemas. Uma vez que ndo
sofre biodegradacédo, o chumbo libertado para o ambiente acumula-se ao j4 ai existente,
persiste e reentra em circulacdo, sendo transportado até locais longinquos de fontes de
contaminacdo (COWI 2003; Marcy et al. 2004; McConnell e Edwards 2008).

A utilizagdo de gasolinas com chumbo e a consequente libertacdo do chumbo atraves da
exaustdo dos motores automével foi identificada como um risco ambiental para areas
urbanas. Como consequéncia das medidas tomadas a partir da década de 1970 no
sentido de eliminar o chumbo nas gasolinas, as emissdes de chumbo para o ar e a agua
tém vindo a ser reduzidas. Nos paises em que foram implementadas, essas medidas
tiveram como resultado uma diminuigdo consideravel das concentraces de chumbo no

ar e no sangue da populacéo geral (SCOEL 2002; Hilton 2006).

Nos dias de hoje e nos paises mais desenvolvidos, entre os quais se inclui Portugal,
ainda séo identificados alguns factores demograficos e socio-econdOmicos que aumentam
0 risco de exposicdo ao metal, nomeadamente (1) a residéncia em habitacdes
construidas antes de 1950-70, uma vez que as canalizacdes e a tinta usada nessa epoca
continham chumbo® (Kelada et al. 2001; Mayan et al. 2001; Roma-Torres et al. 2007),
(2) a residéncia nas imediacdes de industrias onde se utilizem ou produzam compostos
com chumbo (as emissfes ambientais resultam em exposicdo cumulativa a ar, agua e
solos contaminados), bem como (3) a existéncia na familia de trabalhadores de

industrias em que se manuseie chumbo, uma vez que estes podem trazer para casa

® Nos Estados Unidos da América, as tintas com altos teores de chumbo deixaram de ser utilizadas na
década de 1950 e, na Europa, apenas na década de 1970.
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roupas e sapatos contaminados (Goyer e Clarkson 2001; Kelada, et al. 2001; ATSDR
2007).

Também resultam em exposicdo ao chumbo o fumo de tabaco (Garza et al. 2006), a
utilizacdo de utensilios de cerdmica envidragada, o consumo de bebidas e de alimentos
contaminados (por pesticidas ou pelos recipientes onde sdo armazenados) e a pratica de
tiro e caca ja que as municdes ainda podem conter concentragdes elevadas de chumbo
(IARC 2006a).

Hé& outros produtos importados de paises onde ndo esta proibida a utilizagdo de chumbo
que podem constituir fontes de chumbo para quem os utiliza. Estdo aqui incluidos
alguns produtos utilizados em tratamentos de medicina tradicional indiana (em que o
chumbo ndo aparece em concentragfes residuais mas sim, frequentemente, como
ingrediente principal) e produtos de cosmética, como tintas para cabelo e pinturas
produzidos localmente ou provenientes da China e da india (Ernst 2002; IARC 2006a;
Kales et al. 2007).

Na populacdo adulta, a exposicdo é geralmente mais elevada para aqueles que mantém
contacto préximo com o metal durante os processos de producdo. Desta forma a
exposicdo que resulta de ambientes ocupacionais € de grande importancia ja que 0s
trabalhadores ficam sujeitos a este tipo de exposicdo por periodos longos de tempo

(muitas horas de trabalho diario e, em muitos casos, ao longo de toda a vida activa).

As medidas de higiene e seguranca actualmente em vigor nos paises desenvolvidos
asseguram que 0s casos de intoxicacdo grave sdo cada vez menos frequentes (IARC
2006a). No entanto, o risco de exposicdo a nivel ocupacional existe em todas as
actividades que envolvem materiais que o contenham. E essas actividades sdo,
actualmente, nos paises desenvolvidos, as explora¢ées mineiras, as fundi¢Ges primaria e
secundaria, a producdo de baterias de chumbo &cido, a producdo de vidro com
pigmentos de chumbo, as soldaduras de reparacdo automdvel e a instrucdo de tiro. Nos
paises onde ainda se utiliza gasolina com chumbo ha ainda a ter em conta a exposicao
dos motoristas, sinalizadores de transito, mecanicos automéveis e todos os profissionais

de actividades em que haja exposicdo aos escapes automéveis. Ha ainda a considerar

Exposicdo profissional ao Chumbo: Analise da inducio de efeitos genotoxicos

30



I. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2. Exposigdo humana ao chumbo

uma série de actividades como o artesanato em que se utiliza prata e outros metais,
tintas ndo controladas, cerdmica vidrada e soldadura de chumbo, que também
contribuem para a exposi¢do ocupacional a este metal (IARC 2006a).

2.3. Toxicidade

As primeiras identificagdes dos efeitos do chumbo sobre a satide humana séo ancestrais,
havendo dela referéncias designadamente de Nicandro (poeta e médico grego do século
Il a.C.) e Hipdcrates (460-375 a.C.) (Marqués (1993) e Landrigan 1991 citados por
Prista (2002)).

O organismo humano & um sistema bioldgico organizado em diversos niveis (desde
moléculas a até aparelhos e sistemas) que se encontra em equilibrio dindmico, atraves
de numerosas reac¢fes bioguimicas, com o ambiente em que se encontra (FUNASA
2002). O aumento dos niveis de poluicdo ambiental, devido ao crescimento industrial do
mundo moderno, tem tido como resultado a degradacdo do meio ambiente e a alteracao
desse equilibrio (Goncalves 1997; FUNASA 2002).

A forma como o organismo humano absorve os diferentes metais depende de algumas
das suas caracteristicas fisicas e quimicas, como a solubilidade, o grau de ionizacao, o
tamanho das particulas, a especiacdo quimica (no caso dos sais metalicos) e a forma
bioquimica. A capacidade que as substancias absorvidas pelo organismo tém de
produzir efeitos nocivos quando interagem com o organismo chama-se toxicidade
(FUNASA 2002). No caso dos metais, de uma forma geral, o aumento da
electropositividade faz aumentar o risco de toxicidade que o metal apresenta. Cada
metal apresenta caracteristicas toxicoldgicas especificas. No entanto, de um modo geral,

sdo particularmente nocivos para o sistema nervoso central e os rins (FUNASA 2002).

O chumbo pode interagir com diferentes 6rgdos e tecidos, ligando-se a moléculas e
constituintes celulares. Uma vez que ndo possui qualquer funcéo fisiologica, a presenca

do chumbo no organismo humano resulta numa série de efeitos prejudiciais que afectam

Exposicdo profissional ao Chumbo: Analise da inducio de efeitos genotoxicos

31



I. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2. Exposigdo humana ao chumbo

diversos 6rgdos e sistemas (COWI 2003). O conhecimento da cinética e dindmica do
chumbo no organismo humano é, portanto, da maior importancia para uma melhor

compreenséo da sua toxicidade e dos riscos consequentes.

2.4. Toxicocinética

A toxicocinética tem como objectivo principal estudar o comportamento dos
xenobidticos no organismo pelo conhecimento das fases de interaccdo com este,
nomeadamente a absorgdo, a distribuicdo, 0 armazenamento, a metabolizacdo e a
eliminacdo (FUNASA 2002), e permite estimar a quantidade de moléculas de um agente
quimico que efectivamente atinge os Orgdos-alvo depois de penetrar e antes de ser
eliminado. Esta area do conhecimento levanta questdes da seguinte ordem: “como ¢ que
o chumbo entra no organismo?”, “quanto tempo ai permanece?”’, “onde ¢ armazenado?”

¢ “como e quando ¢ eliminado?”” (Rabinowitz 1991).

2.4.1. Absorgao pelo organismo

A exposicdo ao chumbo pode ser directa — contacto directo com chumbo e com
produtos quimicos que o contenham — ou indirecta, através do ar, 4gua e alimentos
contaminados. A absorcdo do chumbo pelo organismo humano é influenciada pela via
de exposicdo, pela especiacdo quimica e pelas caracteristicas fisico-quimicas do
composto. Ocorre essencialmente por inalacdo e, de modo menos extenso, por ingestao.
Além destes factores, também a idade, o estado fisiolégico dos individuos e diversos

aspectos nutricionais influenciam a extensao da absorcdo (ATSDR 1992).

A absorcdo pulmonar (resultante da penetracdo por via respiratoria) € a mais importante
do ponto de vista da exposicdo ocupacional e € influenciada principalmente pelo
tamanho das particulas. O volume respiratorio, a individualidade fisiologica e as
caracteristicas fisico-quimicas do composto sdo factores com menos influéncia.

Geralmente, as particulas de chumbo no ar (como fumos e vapores) apresentam
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didmetro inferior a 1 um e sdo depositadas principalmente na regido alveolar do pulméo
onde cerca de 90 % sdo absorvidas. A taxa de absor¢do do chumbo retido nos alvéolos
depende dos factores ja referidos e da solubilidade das espécies quimicas em questéo,

mas €, de forma geral, bastante eficiente e completa (Goyer e Clarkson 2001).

A absorcdo gastrointestinal ocorre apds degluticdo de particulas retidas nas secrecdes
traqueo-brénquicas (no que esta intimamente relacionada com a penetracdo por via
respiratéria) ou devido a maus habitos de higiene (em que particulas de chumbo séo
trazidas a boca através das maos, de cigarros, ferramentas de trabalho e outros utensilios
contaminados). Depende do estado fisioldégico do individuo exposto (idade, jejum,
gravidez, etc.) bem como de aspectos fisico-quimicos das particulas ingeridas (tamanho
das particulas, composicdo, solubilidade e a natureza organica ou inorganica do
composto) (Goyer e Clarkson 2001). Alguns estudos referem factores nutricionais que
influenciam a absorcdo de chumbo - a taxa de absorcdo aumenta em jejum, com dietas
pobres em ferro e em calcio ou com o consumo de bebidas alcodlicas e diminui com
suplementos de zinco e calcio (Mahaffey 1990; Goyer e Clarkson 2001). A taxa de
absorcdo pela via digestiva, em adultos, situa-se entre 5 e 15 % do chumbo ingerido,
apenas ficando retidos cerca de 5 % deste (Goyer e Clarkson 2001). Apenas em
condicBes de baixa higiene, desnutricdo, deficiéncia em ferro, calcio ou proteinas
podera a absorcdo elevar-se até 45 %. Nas criancas a absorcdo de chumbo ocorre na
ordem dos 40 %, do qual cerca de 32 % é retido (Goyer e Clarkson 2001).

A absorcdo do chumbo inorgéanico através da pele intacta € minima e s6 em caso de
contacto com tecido lesionado tende a ser maior. Ao contrario, 0s compostos organicos
de chumbo (como o tetraetilo, o tetrametilo e 0 acetato de chumbo) sdo prontamente

absorvidos devido a elevada lipossolubilidade (Staudinger e Roth 1998).
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2.4.2. Distribuicéo e fixagdo no organismo

Para caracterizar a distribuicdo do chumbo no organismo humano foram propostos
varios modelos farmacocinéticos mas, de uma forma geral, podem considerar-se trés

compartimentos principais: sangue, tecidos moles e 0ssos.

Uma vez absorvido pelo organismo, o chumbo nédo é distribuido de forma homogénea,
dependendo a taxa de libertacdo do metal para os diversos 6rgdos, das caracteristicas
metabdlicas e da vascularizacdo dos tecidos (Garza, et al. 2006) assim como da
afinidade do metal para moléculas e tecidos (Bergdahl et al. 1999). Uma vez dentro do
organismo, a concentracdo plasmatica entra rapidamente em equilibrio com o fluido
extracelular e, apds alguns minutos, o chumbo é transferido para os eritrocitos. Esta
distribuicdo ndo é homogeénea, encontrando-se nos eritrécitos uma grande parte do
chumbo sanguineo (mais de 90 %) quer associado a membrana quer ligado a
hemoglobina e a outros componentes celulares (Bergdahl, et al. 1999; Barton e Conrad
2001).

A relacdo entre as concentraces de chumbo nos eritrocitos e no plasma nao € de facil
determinacdo (Goyer 2001). A velocidade de crescimento da fraccdo plasmatica é maior
do que a da concentracdo de chumbo no sangue o que pode ser explicado pela saturacdo
dos locais de ligacdo do chumbo nos eritrocitos (Barton e Conrad 2001). Devido a
acumulacdo do chumbo nos eritrécitos supde-se que a concentracdo de chumbo no
plasma (Pb-P) terd& um maior peso na distribuicdo do chumbo para os 6rgaos alvo
(Bergdahl et al. 1998; Bergdahl, et al. 1999). A fraccdo plasmatica de chumbo livre é
distribuida pelos tecidos moles (figado, musculo esquelético, tecido conjuntivo liso e
outros) e no tecido 0sseo (0ssos e dentes), atingindo neste Gltimo as concentracdes mais
elevadas, entre 80-90 % do chumbo total absorvido (SCOEL 2002; ATSDR 2007).

O chumbo total no organismo pode entdo ser considerado como tendo dois pdlos
cinéticos, esqueleto e tecidos moles, com diferentes velocidades de absorcdo e de
libertacdo. O tecido 6sseo representa o pdlo maior e cineticamente mais lento (tempo de

semi-vida entre 20 e 30 anos). Em contrapartida, os tecidos moles constituem um polo
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mais instavel (tempo de semi-vida de cerca de 40 dias), bem como o sangue onde tem
um tempo de semi-vida de 35 dias (Klaassen 2001; SCOEL 2002).

O chumbo armazenado no tecido 6sseo é distribuido entre o osso trabecular (camada
mais interna do 0sso, esponjosa) e 0 0sso cortical (camada externa, mais dura e
compacta), apresentando também diferentes cinéticas metabolicas (O'Flaherty 1998).
O armazenamento crénico e continuo do chumbo no 0sso confere um efeito protector
aos restantes 6rgdos mas, em contrapartida, resulta numa fonte do metal para a corrente
sanguinea (até cerca de 50 % deste) apds cessacdo da exposicdo, num processo que se
denomina por contaminacao enddgena, e durante condicdes especificas da vida humana
em que ocorre descalcificacdo: fisiolégicas como na gravidez, aleitamento, menopausa,
ou patolégicas como na osteoporose (Rabinowitz 1991; Staudinger e Roth 1998;
Klaassen 2001; Barbosa et al. 2005). De acordo com Gerhardsson e col. (2005) o
contetdo 6sseo em chumbo em pessoas que tenham sofrido exposicdo prolongada ao

metal pode exceder 1 g.

2.4.3. Biotransformacao e eliminacao do organismo

O chumbo inorganico ndo sofre qualquer processo de biotransformacao no organismo
humano. Forma no entanto complexos com diversas moléculas, com consequéncias para

funcoes fisioldgicas importantes.

Os compostos organicos de chumbo sdo metabolizados no figado por desalquilacdo
oxidativa catalisada pelo citocromo P-450. Contudo, se a exposicdo for elevada, este
processo é pouco eficaz (Marqués 1993). Na medida em que o chumbo organico assim
metabolizado da origem a formacdo de chumbo idnico, este comporta-se no organismo

como o chumbo inorganico.

O chumbo €é essencialmente excretado por via renal através da filtracdo glomerular
(cerca de 75-80 % do total excretado). A excrecdo gastrointestinal (fezes) ocorre em
menor escala (~15 %) e corresponde a toda a por¢do que ndo foi absorvida a nivel

intestinal, incluindo o chumbo proveniente do ar que foi deglutido e ndo absorvido. A
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porcdo (<8 %) que é eliminada pelas secrecdes (suor, saliva e leite materno) e faneras

(unhas, cabelos) tem pouca importancia quando comparada com as duas vias ja

referidas. A eliminacédo pelo leite materno, embora tenha pouco significado como via de

eliminacdo do chumbo pelo organismo, pode representar um risco sério para o lactente,

j& que existe uma correlacdo entre a concentracdo de chumbo no sangue e no leite
materno (Moreira e Moreira 2004a) (FIGURA 1).
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FIGURA 1 — Representacdo esquematica da toxicocinética do chumbo no organismo
humano (adaptado de (ATSDR 2007) e (Prista 2002)).
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2.5. Toxicodinamica

A toxicodindmica pode ser definida como o estudo da natureza da acgdo toxica exercida
pelos xenobioticos sobre o sistema biolégico e dos seus mecanismos de acgdo, tanto do
ponto de vista molecular como bioquimico (FUNASA 2002). Concretamente no caso do
chumbo, trata das questdes relacionadas com a forma como este se fixa e interage com
os locais alvo e 0os mecanismos através dos quais induz efeitos toxicos (Lauwerys
1999).

Embora o conhecimento dos efeitos toxicos do chumbo para o organismo humano seja
antigo, havendo registos com mais de 2000 anos (Last 1926; Gongalves 1997;
Staudinger e Roth 1998; Prista 2002), os mecanismos moleculares que estdo na base
dessa toxicidade ndo estdo totalmente explicados devido a inacessibilidade dos tecidos
alvo (como cérebro, rins, figado, etc.) e a necessidade de utilizar tecidos secundarios, o
que dificulta a compreensdo das associacdes entre a exposicao e os efeitos no organismo
(Hwang et al. 2001).

O chumbo é um toxico de caracteristicas cumulativas que provoca na saude efeitos
principalmente sistémicos, ou seja, o efeito toxico manifesta-se em locais afastados do
contacto inicial que resultam essencialmente de exposicGes cronicas, resultantes de
periodos de exposicdo mais ou menos longos ao metal (entre meses e anos) (Lauwerys
1999). Os efeitos de intoxicacdo pelo chumbo sdo denominados, de uma forma geral,
pelo termo Saturnismo que deriva do nome do deus Saturno® e estdo extensamente
descritos (Goyer 1990; ATSDR 1992; Lauwerys 1999; Goyer e Clarkson 2001;
Thornton, et al. 2001; Prista 2002; COWI 2003; ATSDR 2007).

® Os Romanos acreditavam que o chumbo Ihes tinha sido ofertado por Saturno, Deus idolatrado na Roma
Antiga (Bechara 2004). De acordo com Gongalves, citando Meyer e Ollmer 1954, tal associacdo dever-
se-4 ao facto do chumbo ter sido o primeiro metal descoberto no processo de refinacdo e ao seu poder de
“absorver outros metais” o que é associado ao deus Saturno que devorava os seu filhos (Gongalves 1997)
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Alguns efeitos toxicos sdo desencadeados directamente pela interaccdo do metal com os
componentes celulares; outros sdo provocados indirectamente através de processos mais
complexos, como alteragdes da regulacdo genética, da sintese proteica ou de
metabolismos energéticos (Garza, et al. 2006) mas, de uma forma geral, o chumbo
interfere com os processos de transporte transmembranar, com a integridade estrutural e
funcional de diversas enzimas e, em consequéncia, com diversas vias metabdlicas, com

especial efeito na fosforilagdo oxidativa e na sintese do grupo heme (Marqués 1993).

Diversos estudos apontam para que os mecanismos de toxicidade do chumbo sejam
essencialmente enzimaticos, formando complexos estaveis com proteinas através de
ligantes dadores de electrdes que contém fdosforo, enxofre, azoto e oxigénio (grupos
como —H,POs3;, —SH, —NH,, —OH) ou pela substituicdo de catides polivalentes com
consequéncias significativas ao nivel de diversas funcGes celulares essenciais (Marqués
1993; Markowitz 2000)).

O efeito critico da toxicidade do chumbo ocorre no sistema hematolédgico, afectando-o
de duas formas distintas. Por um lado, o chumbo inibe a biossintese do heme e,
consequentemente, da hemoglobina e, por outro, afecta a morfologia dos eritrocitos
levando a diminuigdo do seu tempo de vida (WHO 2001). Mas o chumbo tem tambem
uma variedade de efeitos ao nivel do sistema nervoso central e periférico, induz
respostas caracteristicas de inflamacdo e altera o normal funcionamento do sistema
imune, bem como altera a expressdo celular normal, podendo contribuir para o

desenvolvimento de cancro.

A informacao relativa aos mecanismos de ac¢do do chumbo a nivel molecular e celular
encontra-se ainda muito dispersa e é dificil organiza-la mas, uma vez que se reconhece
gue esses mecanismos sdo muito importantes na forma como o chumbo exerce a sua

toxicidade, torna-se relevante a tentativa de articular os diversos conhecimentos obtidos.

Avancos recentes nas areas da biofisica e da biologia molecular trouxeram algumas
ferramentas essenciais a compreensdo da bioquimica do chumbo nos organismos

biolbgicos.
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2.5.1. Interac¢do com dominios de ligacdo a metais bivalentes

Vérios iBes metalicos, nomeadamente Zn?*, Fe?*, Mg®*, Ca?*, Mn®*, Cu®, Li*, Na*, K",
Ag’, Cs*, estdo envolvidos em importantes funcdes bioldgicas, tais como a cadeia de
transporte de electrdes, a canalizacdo de reac¢des enzimaticas e como elementos
estruturais essenciais as conformacfes proteicas, manterem o balanco osmético no

organismo, entre outros (e sdo por isso denominados de metais essenciais).

O célcio e o zinco s&o componentes estruturais de muitas proteinas que participam em
cascatas de eventos de sinalizacdo enzimaética. Constituem portanto elementos
essenciais para a correcta actividade proteica. Ao contréario desses dois metais, em que
as cargas eléctricas se ligam a outros grupos produzindo uma distribuicdo regular, o
chumbo possui uma nuvem electronica inerte que, forcando as ligacdes, estabelece a
irregularidade na distribuicdo induzindo alteracdes na conformacéo proteica (Garza, et
al. 2006).

As proteinas dependentes da ligacdo a ibes especificos, como o calcio ou o zinco,
possuem mecanismos de selectividade para se ligarem apenas a esses catides especificos
e ndo a outros quaisquer. De acordo com Garza e col. esses mecanismos terdo sido
desenvolvidos como forma de defesa do organismo de ides metalicos normalmente
presentes no meio envolvente. Mas esse ndo € o caso do chumbo (e de outros metais néo
essenciais, como o cadmio, o arsénio, etc.) pelo que as células humanas ndo tiveram
capacidade de criar defesas para eles. E essa capacidade que 0s metais ndo essenciais
(muitas vezes nocivos) tém de interagir com os locais de ligacdo dos metais essenciais
acaba por ter, muitas vezes, efeitos devastadores ao interromper fungbes bioguimicas e

fisiologicas normais e vitais do organismo humano (Garza, et al. 2006).

2.5.2. Interac¢ao com dominios ricos em residuos de cisteina

As cisteinas, aminoacidos contém um grupo sulfidrilo (-SH), sdo extremamente
reactivos com metais electrofilicos (FIGURA 2). As proteinas que 0s possuem

constituem, como tal, alvos sensiveis a i6es metalicos, incluindo o chumbo, que
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apresenta especial afinidade para se ligar a esses grupos (Hanas et al. 1999). Proteinas
que contém dominios ricos em residuos de cisteina sdo mais sensiveis a este metal uma
vez que a estabilidade das ligagdes do chumbo aumenta com o nimero crescente de

sitios ligantes e com espacamentos dptimos (Moreira e Moreira 2004b).
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FIGURA 2 — Estrutura quimica da cisteina. Imagem de Berg e col. (2001).

Diversas proteinas tém as suas funcdes dependentes da presenca de metais que ligam a
dominios deste tipo. O zinco liga-se ao centro catalitico das enzimas, como por exemplo
no caso das hidrolases dependentes do zinco, utilizando trés aminoacidos, duas
histidinas e um &cido glutdmico. Contudo a ligacdo estrutural, que acontece por
exemplo em factores de transcricdo, ocorre por coordenacdo tetraédrica a grupos
sulfidrilo (—SH) presentes em cisteinas e/ou grupo imidazolico em histidinas. Esta
coordenacdo é essencial para a correcta organizacdo da estrutura tridimensional dessas
proteinas bem como para a sua actividade enzimética. O chumbo, mesmo quando em
concentragbes muito baixas, compete com o zinco na ligacdo a metaloproteinas.
Contudo, ao ligar-se, dado as suas caracteristicas fisico-quimicas diferentes (como o
tamanho), altera a conformacéo da proteina relativamente a sua conformacdo quando
coordenada com o zinco. Um exemplo é o que acontece com proteinas com dominios do
tipo “zinc finger” ricas em cisteinas. Neste caso, quando o chumbo (Pb?*) substitui o
zinco (Zn?*) continua a ligar-se aos grupos sulfidrilo, embora tenha preferéncia por

ligagBes apenas com niimero de coordenagdo triplo. Ou seja, quando o chumbo substitui
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0 zinco neste tipo de ligacéo, fa-lo com uma coordenacgéo trigonal, com consequente
alteracdo da conformacéo tridimensional da estrutura proteica, o que afecta a actividade
da enzima (FIGURA 3).
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FIGURA 3 — Representacdo da ligacdo de coordenacdo do chumbo a grupos sulfidrilo
(estrutura piramidal). Imagem de Magyar e col. (2005).

Analisando em detalhe os efeitos do chumbo no organismo, o efeito mais nocivo, tal

como mencionado anteriormente, ocorre a nivel do sistema hematologico.

A enzima dependente de zinco cuja actividade € mais sensivel ao chumbo é a
desidratase do acido 6-aminolevulinico (ALAD), enzima fundamental na biossintese do
grupo heme (FIGURA 4) que catalisa a formacdo de porfobilinogénio (PGB) por
condensacdo de duas moléculas de acido 6-aminolevulinico (ALA). A explicacdo para
isso parece ser o facto de a enzima ser formada por oito subunidades idénticas e possuir
oito locais de ligag&o a ides zinco (Zn?*) em locais ricos em grupos sulfidrilo (cisteinas)
(Campagna et al. 1999). O chumbo substitui o zinco nesses locais de ligacdo e, apesar
da estrutura da proteina ndo ser muito alterada pela ligacdo ao chumbo, a incorporacao
desse metal inibe o local de ligacdo ao substrato, 0 ALA, o que resulta na inibicdo da
enzima ALAD e afecta negativamente a continuidade da biossintese de diversas
hemoproteinas, entre as quais a hemoglobina, provavelmente a de maior significado e
importancia (Godwin 2001). Outros sistemas enzimaticos hemoproteicos afectados séo
o0s citocromos P450 (com consequéncias negativas na disponibilidade de citocromos
para a cadeia respiratdria) e o citocromo C muscular (Papanikolaou et al. 2005; IARC
2006a).
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FIGURA 4 — Efeitos do chumbo na biossintese do grupo heme (<, diminuicao;
>, aumento da actividade das enzimas). Adaptag¢ao de Prista (2002) e Gurer e Ercal
(2000).

O chumbo tem a capacidade de inibir outra enzima desta biossintese, a ferroguelatase,
que catalisa o Gltimo passo da biossintese do heme por incorporacio do ido ferro (Fe*")
na protoporfirina IX (Dailey et al. 2000; Wu et al. 2001; Dailey e Dailey 2002;
Shepherd et al. 2006; Hunter et al. 2008). Esta enzima, associada a membrana,
mitocondrial € um homodimero (proteina composta por duas subunidades idénticas)
com grupos [2Fe-2S] ligados a cisteinas (Dailey, et al. 2000). O mecanismo de actuacédo
da enzima € sequencial: liga primeiro ao metal, ao que se segue a alteracdo da
conformacdo e a ligagdo a porfirina. Uma hipotese levantada para a inibigdo pelo

chumbo (e por outros metais divalentes que ndo o ferro) é que a ligacdo a esse metal
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resulta em diferengcas conformacionais que afectam a actividade da enzima (Sellers et
al. 2001; Ferreira et al. 2002; Medlock et al. 2007). Outra hipdtese é que o chumbo
interfira com o metabolismo energético mitocondrial, em que se da a reducgdo do ferro
férrico (Fe**) a ferroso (Fe**), forma em que o ferro é inserido no anel porfirinico
(Mahaffey 1990).

A inibicéo destas duas enzimas resulta na diminui¢do da producdo do grupo heme. Por
sua vez, esta falta de heme estimula a expressdo da enzima ALA sintetase (ALAS), a
primeira enzima envolvida na biossintese do heme, numa tentativa do organismo para
repor a normalidade. Mas como, nesta situacdo, as moléculas de ALA ndo estdo a ser
eficientemente condensadas a porfobilinogénio, a estimulacdo da actividade da ALAS
resulta num agravamento da situacéo, traduzido por uma maior acumulacéo de ALA no
organismo com consequente toxicidade adicional, nomeadamente a nivel do sistema
nervoso central (SNC) e do dano oxidativo (IPCS 1995; Goyer e Clarkson 2001;
ATSDR 2007).

Por outro lado, os dominios de ligacdo a zinco sdo frequentemente encontrados em
factores de transcricdo, em proteinas envolvidas na expressao genética e em proteinas
protectoras do ADN (acido desoxirribonucleico), como histonas e protaminas (Godwin
2001). Nessas proteinas o dominio de ligacdo ao zinco é a parte da proteina que liga
directamente ao ADN, pelo que a incorrecta organizacdo desse dominio reduz a
capacidade dessas proteinas para reconhecerem o0 seu local de ligacdo e,
consequentemente, se ligarem correctamente para exercerem a actividade normal
(Magyar, et al. 2005). E o que acontece quando o chumbo substitui o zinco, e resulta
numa maior vulnerabilidade do material genético. Protaminas e histonas, por exemplo,
tém uma funcdo importante na ligacdo ao ADN para o proteger de atagques externos. Se
ndo estiverem capazes de reconhecer o seu local de ligacdo, entdo deixardo de estar
capazes de proteger eficientemente o ADN, deixando este vulneravel a esses ataques.
Da mesma forma, alteracdes nas funcGes dos genes reguladores da transcri¢do irdo ter
consequéncias na expressao genética. Pelo contrario, factores de transcricdo que nédo
contém locais de ligacdo a zinco ndo sdo afectados pelo chumbo (Hanas, et al. 1999;
Landrigan et al. 2000).
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A proteina supressora de tumores p53 também é uma proteina que liga a zinco. A sua
funcdo no organismo estd relacionada com a preservacdo da integridade do cddigo
genético em cada célula, ao interromper o processo de formacdo de tumores.
Similarmente ao ja descrito atras, a substituicdo do zinco por chumbo d& origem a uma
alteracdo conformacional que resulta numa forma disfuncional da proteina, com
consequéncias semelhantes as de uma mutacdo no gene supressor de tumor p53 - um
individuo que apenas possua uma copia funcional do gene p53 tem maior predisposicao
para contrair cancro, sendo grande a probabilidade de desenvolver diferentes tipos de
tumores em tecidos distintos (Ross 1998b; Silbergeld 2003). Os efeitos do chumbo
nestes grupos de proteinas sdo considerados mecanismos facilitadores de dano genético
(Silbergeld 2003).

A enzima pirimidina 5’-nucleotidase (P5N) é uma fostatase dependente de metais
bivalentes que actua sobre os nucledtidos pirimidinicos, facilitando a libertacdo de
fosforo inorganico. Embora a sua estrutura tridimensional ndo esteja totalmente
identificada, sabe-se que a P5SN contém um dominio rico em cisteinas, supondo-se que
este dominio desempenhe um papel importante na actividade da enzima e seja o local de
ligacdo do chumbo (IARC 2006a). Baixas concentragdes de chumbo inibem essa
enzima, contribuindo com isso para a acumulacdo de nucleétidos nos eritrocitos que,
juntamente com os atomos de ferro que nao foram incorporados na protoporfirina, dao
origem a pontuados basofilos que contribuem para alteracbes morfoldgicas nos
eritrocitos, tendo esses efeitos como consequéncia a reducdo do tempo de vida dos

eritrocitos circulantes (Marqués 1993; Amici et al. 1994).

2.5.3. Interac¢ées com mecanismos dependentes do calcio
Interacgdo com proteinas

O célcio é um dos metais mais importantes nos organismos vivos, onde desempenha
uma série de funcdes essenciais a manutencdo da vida celular. Controla processos vitais,

desde a mineralizacdo dssea a sinalizagdo celular e interage com um grande namero de
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proteinas (Lewit-Bentley e Rety 2000). Os locais proteicos de ligacdo ao célcio sdo, na
sua maioria, formados por grupos com residuos carregados negativamente
(especialmente aspartato e glutamato) localizados de forma a estabelecerem interaccoes
Optimas com o caélcio, nas quais a&tomos de oxigénio de grupos carboxilo ajudam a
formar uma esfera de coordenagdo a volta do célcio, “prendendo-o0”. As configuracdes
de locais de ligacdo a calcio sdo muito limitadas, havendo dois tipos de dominios de
ligacdo que podem ser encontrados nas proteinas dependentes de célcio: dominio
EF-hand e dominio C2. No dominio EF-hand, a ligacdo do célcio modifica a
conformacdo da proteina, enquanto que no dominio C2 as alteracbes conformacionais
sdo secundarias pois o célcio induz alteracdes essencialmente eléctricas (Garza, et al.
2006). O dominio EF-hand é o mais comum e foi denominado dessa forma por a
estrutura (hélice-loop-hélice) fazer lembrar a estrutura da mdo humana entre o dedo
indicador e o polegar de uma méo (FIGURA 5). Quando o ido calcio se liga, a hélice
representada pelo polegar altera a conformacdo fechada (apoproteina, a cinzento mais
claro) para conformacdo aberta (holoproteina, a cinzento escuro). Essa alteracdo na

conformacéo deixa expostas regides hidrofébicas que ligam a outras moléculas.

FIGURA 5 — Representacdo simbdlica do dominio EF-hand. As hélices sao
representadas pelos dedos (indicador e polegar) de uma mao direita (Lewit-Bentley e
Rety 2000).

A transmissdo de sinais é mediada por proteinas cuja conformacdo é alterada desta
forma aquando da ligagdo do célcio, como €é o caso da parvalbumina na fibra muscular e

da calmodulina no citosol (Lewit-Bentley e Rety 2000; Garza, et al. 2006).

Exposicdo profissional ao Chumbo: Analise da inducio de efeitos genotoxicos

45



I. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2. Exposigdo humana ao chumbo

A calmodulina é um mensageiro secundario que actua em diversas vias de sinalizacao
celular. O complexo célcio-calmodulina liga-se a sequéncias especificas localizadas em
proteinas alvo, entre elas, factores de transcricdo, proteinas cinases e proteinas
fosfatases, modulando a sua actividade. Possui quatro dominios em EF-hand na sua
estrutura e constitui um dos censores celulares principais do célcio. Ao mimetizar o
calcio, o chumbo coopera com este na activa¢do da calmodulina, activando a proteina
em concentragfes metalicas inferiores as que seriam necessarias apenas de calcio -
nestas circunstancias pode dizer-se que a calmodulina fica hiperactiva. A activacdo da
calmodulina desencadeia uma série de processos dependentes, desde numerosos
processos de fosforilacdo e desfosforilacdo, ou a alteracdo do equilibrio entre formacao
e degradacdo de proteinas sinalizadoras tais como o CAMP (AMP ciclico) ou o 6xido
nitrico. Também participa na modulagdo de diversos canais ionicos, incluindo os
receptores NMDA (&cido N-metil-D-aspartico, receptor ionotropico activado pelo acido
glutamato), os canais de célcio e os canais de potassio activados pelo calcio (Toscano e
Guilarte 2005; Garza, et al. 2006).

O dominio C2 forma uma estrutura em sanduiche com varios locais de ligacéo a ides de
calcio e depende da ligacdo ao célcio para ser capaz de ligar a fosfolipidos (Godwin
2001) e participar dessa forma na associacdo directa a membranas bioldgicas e a
proteinas na sua vizinhanca. As izoformas da proteina cinase C (PKC — protein kinase
C) possuem este tipo de dominio de ligacdo ao célcio. Ao substituir o célcio na PKC,
promovendo a ligacdo a fosfolipidos em concentracbes muito inferiores as que sao
necessarias de calcio (na ordem dos picomolares, contra as da ordem de micromolares
de célcio), o chumbo induz a expressdo de novos genes por um mecanismo dependente
da actividade dessa proteina (Bressler et al. 1999). As PKC participam em iniimeras
funcbes celulares importantes, entre as quais se incluem fungdes de proliferacdo e
diferenciacdo celulares, apoptose e na transducdo na sinalizacdo celular ou transmissao
sinaptica (Deng e Poretz 2002; IARC 2006a). A ligacdo ao chumbo desencadeia uma
série de efeitos relacionados com a sua funcédo, entre os quais se conta a dificuldade de
aprendizagem que é dependente de transmissdes sindpticas (IARC 2006a). Algumas
isoformas tém também funcgdes supressivas de tumores e de regulacdo de sistemas de
reparacdo do ADN (Wang et al. 2008).
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Interacg¢do com canais de cdlcio

Muitos dos processos de toxicidade do chumbo estdo também relacionados com a
propriedade de 2° mensageiro citoplasmatico do Ca**. O Pb?* interage com os canais de
entrada de calcio para a mitocondria alterando a homeostasia intracelular de Ca®* que
resulta em apoptose (morte celular).

Os canais i6nicos estdo implicados na modulacdo da excitabilidade, sendo responsaveis
pela rapida sinalizagdo eléctrica em celulas excitaveis (Vijverberg et al. 1994; Garza,
et al. 2006). O célcio entra nas células através dos canais idnicos. Aqui também o
chumbo ocupa os locais de ligacdo do calcio, com dois efeitos simultaneos: impede a
entrada dos ides de célcio ao bloguear os canais, a0 mesmo tempo que invade o interior
celular. Dessa maneira, o chumbo é distribuido no interior celular acedendo aos diversos
organelos, como a mitocondria e o reticulo endoplasmatico. No primeiro, reduz o
metabolismo energético e favorece a formacdo de radicais livres; no segundo inibe o
funcionamento das ATPases de calcio. O impedimento da entrada de calcio nas células
altera a excitabilidade celular e a homeostasia de célcio o que pode resultar na morte
celular (Lidsky e Scheider 2003; Garcia-Leston 2007).

A capacidade do chumbo de atravessar a barreira cerebral deve-se essencialmente a esta
caracteristica de interferir com o funcionamento de bombas de calcio dependentes de
ATP (Lidsky e Scheider 2003).

Paralelamente a estes efeitos, ao interagir com os grupos sulfidrilo, amino, carboxilo e
fosfato nas membranas celulares, o chumbo afecta a integridade mecanica da membrana
eritrocitaria provocando a inibi¢do do transporte activo e aumentando a permeabilidade
passiva da membrana. A explicacdo bioquimica para esse efeito ndo esta totalmente
compreendida mas sabe-se que é acompanhado de inibicdo de ATPases dependentes de
sodio e potassio (Na-K-ATPases) presentes na membrana do eritrocito (Goyer e
Clarkson 2001), dando origem a perda de potéssio intracelular, a uma consequente

diminuicdo da pressdo osmdtica e a uma elevacdo do Ca®* intracelular (ATSDR 2007).
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2.5.5. Producao de radicais livres

Outro mecanismo importante de producdo de dano celular pelo chumbo é comum a
todos 0s metais toxicos e reside na producdo de radicais livres. Estes formam-se no
decurso de diversas reacgdes bioquimicas e fungdes celulares frequentes e normais
(como o metabolismo mitocondrial), mas sdo geralmente mantidos em equilibrio com

0s mecanismos celulares de antioxidacao.

Os radicais livres sdo moléculas instaveis e altamente reactivas. A sua formacdo e efeito
em moléculas e nas funcBes celulares sdo geralmente denominados de stress oxidativo e
ocorre mquando a producdo de espécies reactivas de oxigénio (EROs) supera o poder
antioxidante celular, alterando o equilibrio celular. As EROs sdo moléculas altamente
reactivas por possuirem electrdes desemparelhados, com capacidade para induzir danos
significativos no ADN, em proteinas e em enzimas. Diversos processos patoldgicos
quebram esse equilibrio ao desencadearem um aumento descontrolado de radicais livres
que reagem com diversos componentes celulares, como proteinas, lipidos e ADN,
oxidando-os e danificando o ADN, as mitocondrias e as membranas celulares o que

pode resultar em apoptose.

O papel do chumbo na producdo de radicais livres esta associado a diversos processos
(Ahamed e Siddiqui 2007). Por um lado, o ALA acumulado nos eritrocitos sofre
processos de enolizacdo e auto-oxidacdo dando origem a formacdo de EROs, como o
peroxido de higrogénio (H,0,) e os i6es superoxido (O,") e hidroxilo (OH") (Bechara
et al. 1993; Costa et al. 1997; Gurer e Ercal 2000). Por outro lado, o chumbo interage
com os acidos gordos membranares e altera a sua composi¢cdo, com consequéncias para
a integridade, permeabilidade e funcdo membranares e aumentando a susceptibilidade
destas a reaccdes de peroxidacdo lipidica (Bechara, et al. 1993; Costa, et al. 1997; Gurer
e Ercal 2000).

Paralelamente, o chumbo altera os sistemas de defesa antioxidantes celulares ao
interagir com proteinas antioxidantes como a glutationa (GSH). O papel da GSH
(tripéptido que contém cisteina) é proteger as células contra as reaccGes de stress

oxidativo, por mecanismos enzimaticos de destoxificacdo de EROs ou actuando como
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co-factor ou co-enzima. O chumbo liga-se ao grupo —SH da cisteina, 0 que tem como
consequéncia a diminui¢do dos niveis celulares de GSH e, logo, a diminui¢do da sua
capacidade celular para neutralizar as EROs (Gurer e Ercal 2000; Ahamed e Siddiqui
2007).

Outras moléculas antioxidantes (metaloproteinas) dependem da ligacdo a metais
essenciais (zinco, manganés) para exercerem as suas funcdes de destoxificacdo, como é
0 caso da CAT (catalase) e da SOD (super6xido dismutase). Essa dependéncia da
ligagdo a metais faz delas também alvos potenciais para a toxicidade pelo chumbo
(Ahamed e Siddiqui 2007).

A combinacdo de todos efeitos contribui para o stress oxidativo celular e,

consequentemente, para o aumento de danos oxidativos celulares.

2.5.6. Efeitos em cadeia

A inibicdo da biossintese do heme resulta, entdo, numa diminuicdo da producdo do
grupo heme e na acumulacdo de ALA no organismo. A falta de disponibilidade do
grupo heme impede que as proteinas, que tém o heme como grupo prostético, o
integrem, o que resulta, por sua vez, na reducdo da disponibilidade dessas proteinas,
como ¢é o caso da hemoglobina e de diversos sistemas enzimaticos, entre 0s quais 0
citocromo P450 (CYP450). As enzimas do CYP450 desempenham diversos papéis
importantes no organismo, entre 0s quais se incluem o metabolismo oxidativo, a sintese
hormonal e o0 metabolismo de xenobidticos e da vitamina D. A reducédo da sua producéo
tem como consequéncia uma menor eficiéncia das reac¢bes em que interfere, como

parece ser 0 caso da conversdo da vitamina D em 1,25-dihidroxivitamina D.

O ALA, por sua vez, actua como agonista dos receptores de um neurotransmissor
inibidor da transmissdo pré-sinaptica, o acido gama aminobutirico (GABA). A
similaridade estrutural entre 0 ALA e 0 GABA (FIGURA 6) faz com que o primeiro va

competir pelos receptores do segundo nas membranas de células nervosas, estimulando-
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-0S, N0 que se supde ser um dos principais mecanismos de neurotoxicidade induzida
pelo chumbo (Bechara 2004; Adhikari et al. 2006; Ahamed e Siddiqui 2007).

Os mecanismos através dos quais o chumbo interfere com os sistemas bioldgicos
resultam numa grande variedade de alteragdes de gravidade varidvel para a saude
humana. Dito de outra forma, a exposi¢do a chumbo afecta quase todos os equilibrios
celulares, mesmo aqueles que dependem de proteinas e sistemas que ndo sao

estruturalmente susceptiveis a sua acgéo.

0
_ 03
CO;
NH," NH,"
ALA GABA

FIGURA 6 — Estrutura quimica das moléculas ALA e GABA (Bechara 2004).

2.6. Efeitos para a Saide Humana

A toxicidade do chumbo manifesta-se em diversos 6rgdos e tecidos, nomeadamente no
sistema hematopoiético, no sistema nervoso, no rim, no aparelho reprodutor, no sistema

cardiovascular, no sistema enddcrino e no sistema imunitario (Prista 2002).

Na generalidade assume-se que da interferéncia do chumbo com o funcionamento de
alguns sistemas bioldgicos resultam um conjunto de alteracGes ao nivel dos processos
de transporte através das membranas, da integridade estrutural e funcional das enzimas
e de varias vias metabolicas, em especial da fosforilacdo oxidativa e da sintese do heme
(Marqués 1993).

Os primeiros efeitos bioquimicos do chumbo sdo detectados a partir de valores de
plumbémia inferiores a 10 pug/dL. As manifestacdes clinicas mais precoces evidenciam-
-se s6 quando os niveis sanguineos de chumbo ultrapassam os 30 pg/dL (Marqués 1993;
Lauwerys 1999; ATSDR 2005, 2007). Enquanto entidade nosologica de origem
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profissional, a intoxicacdo por chumbo e seus sais (saturnismo) € reconhecida em
Portugal como doencga profissional (grupo 1 - Doengas Provocadas por Agentes
Quimicos, cdédigo 11.01, da Lista das Doencas Profissionais), de acordo com o Decreto-
-Regulamentar n® 76/2007 de 5 de Maio.

Os sinais e sintomas da intoxicacdo saturninica, nomeadamente nas fases iniciais, sao
vagos, difusos e de grande inespecificidade, tornado dificil a sua distingdo de muitas
outras entidades clinicas. Regra geral predominam, inicialmente, os sintomas de
natureza gastrointestinal, com dor abdominal do tipo célica, que ndo cede aos
analgésicos ou aos anti-espasmodicos e é quase sempre acompanhada de obstipacéo,
sabor metalico na boca e nduseas matinais, geralmente sem vomitos. Por vezes o quadro
sugere e simula, mesmo, uma sindrome obstrutiva intestinal. Outros sintomas e sinais da
intoxicacdo incluem, ainda, perda de apetite, palidez, mal-estar, fadiga, insonias,
cefaleias, irritabilidade, mialgias e artralgias, tremores finos, é défice da memoria de
curto prazo e da capacidade de concentracdo (Davidson 1994; Prista 2002). No entanto
a ocorréncia dos sintomas e sinais das formas clinicas integrantes do saturnismo séo,
hoje em dia, cada vez menos frequentes, face ao desenvolvimento de medidas de
prevencdo, nomeadamente no que respeita a diminuicdo da exposicdo e ao incremento
qualitativo da vigilancia médica. E, contudo, preocupacio constante, a pesquisa daquilo
que resulta da exposicdo continua a baixas concentragdes de chumbo (como é
caracteristico da exposicdo ocupacional) — os efeitos adversos que dai possam advir, 0s

mecanismos pelos quais ocorrem e a expressao dessas alteracoes.

2.6.1. Orgios e sistemas

O efeito critico da ac¢do do chumbo situa-se no sistema hematopoiético ao nivel da
cadeia de sintese da hemoglobina (Lauwerys 1999; Papanikolaou, et al. 2005). O défice
de producédo de heme nos eritroblastos por virtude das inibi¢cbes enzimaticas provocadas
pelo chumbo (ALA-D, ferroquelatase, CPG oxidase e, em menor extensdo, PBG
desaminase) e a reducdo do tempo de vida dos eritrocitos (na sequéncia da inibicdo da

enzima P5N), resultam na redugdo nos niveis circulantes de hemoglobina e na inibicao
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de metabolismos dependentes do citocromo P450 (Sakai et al. 1988; Marqués 1993;
Amici, et al. 1994; Goyer e Clarkson 2001). Alguns destes efeitos sdo detectaveis, a
nivel bioquimico, a concentracbes de chumbo inferiores a 10 pg/dL. Mas a diminuicao
dos niveis de hemoglobina sé se regista a valores de plumbémia da ordem dos 50 pg/dL
e um quadro de anemia sO é identificavel para valores superiores a 80 pg/dL (Prista
2002; SCOEL 2002).

A intoxicagdo cronica pelo chumbo pode reflectir-se ao nivel dos sistemas nervoso
central e periférico (CSD 1999; Prista 2002). Por um lado, o chumbo interfere com o
metabolismo de neurotransmissores como a acetilcolina e as catecolaminas (CSD 1999;
Prista 2002); por outro, e pela semelhanca estrutural com o neurotransmissor GABA
(FIGURA 6), a acumulacdo de ALA induzida pelo chumbo actua como antagonista do
GABA, danifica os seus receptores e estimula a libertacdo de glutamato, podendo
mesmo estar envolvida na morte de células nervosas (estudos de Demasi e col. 1996,
Choi 1994 e Brennan e Cantrill 1979 citados por Adhikari e col. (2006)). Em individuos
com plumbémia na ordem de 40 pg/dL e superiores, tém sido registadas alteragdes no

desempenho de testes neuropsicoldgicos (SCOEL 2002).

O quadro mais dramatico da encefalopatia saturninica é, hoje em dia, uma situacéo rara
no trabalhador exposto, ja& que 0s niveis de exposicdo cronica e as medidas de
prevencdo, designadamente no ambito da vigilancia médica, tornaram esta situacao
apenas referencial (Lauwerys 1999; Hu 2002; Prista 2002). Os efeitos da accdo
neurotdxica central evidenciam-se por alteracdes ao nivel cognitivo, somatico e afectivo
e podem manifestar-se por diminuicdo das capacidades intelectuais, perturbacbes da
memoria e do sono, ansiedade, perda de memdria, dificuldade de concentracdo fadiga,
irritabilidade, cefaleias, alteracbes da personalidade e do humor, surdez, afasia
transitoria, hemiandpsia e amaurose (OSHA 1993; Duc et al. 1994; Lauwerys 1999;
Prista 2002).

Ao nivel do sistema nervoso periférico a accdo tdxica do chumbo repercute-se por
degenerescéncia axonal e desmielinizacdo segmentar com particular incidéncia sobre os
neurdnios motores. Séo detectaveis alteracGes na velocidade de conducdo destes nervos

a niveis sanguineos de chumbo na ordem dos 30 a 40 pg/dL (Landrigan e Todd 1994;
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Goyer 2001). Mantendo-se a exposicdo, o quadro facilmente evolui, manifestando-se
por parestesias, fraqueza muscular, mialgias e céibras e, embora pouco frequente hoje
em dia, podendo determinar uma polinevrite motora com paralisia, primeiro,
classicamente ao nivel dos membros superiores mas podendo comprometer igualmente
os membros inferiores (Marqués 1993; Duc, et al. 1994; Lauwerys 1999; Goyer e
Clarkson 2001; Prista 2002).

Ao nivel do rim a accéo do chumbo determina dois tipos de alteragdes patolégicas: uma
alteracdo tubular aguda, reversivel, e uma nefropatia crénica intersticial (Prista 2002).
Na fase inicial é caracteristica a presenca de corpos de inclusdo nuclear nas células
tubulares que se devem a uma ligacdo entre o chumbo e grupos carboxilo de
aminodacidos. Estes corpos desaparecem progressivamente a medida que a atrofia
tubular progride e se desenvolve tecido fibroso peritubular e intersticial (Khalil-Manesh
et al. 1992a; Goyer 2001). E uma nefropatia hiperuricémica e que, em cerca de metade
dos casos, € acompanhada de episddios de artrite gotosa (gota saturninica), no que
contrasta com as insuficiéncias renais de outra etiologia (Yu e Brenner 2002 e Duc,
Kaminsky e Klein 1994 citados por Prista (Prista 2002)).

Embora alguns estudos tenham indiciado sinais de disfuncdo renal associados a
plumbémia a partir de 40 pug/dL (Osterloh e col. 1989; Batuman e col. 1981, Campbell e
col. 1977, e Khalil-Manesh (1992b) citados por Prista (2002)), ndo ha dados
suficientemente claros que permitam assumir que alteracGes significativas da fungédo
renal, associadas a exposicdo a chumbo, sejam detectaveis a niveis de plumbémia
inferiores a 60 ou 70 pg/dL (Lauwerys 1999; SCOEL 2002).

No que respeita a efeitos sobre os drgdos reprodutores, diversos estudos laboratoriais e
epidemiologicos vém concluindo, em sintese, pela existéncia de uma associacao entre
um decréscimo do ndmero, volume, motilidade e alteracbes morfoldgicas dos
espermatozodides, com concentragdes sanguineas de chumbo superiores a 40 pg/dL.
N&o esta contudo esclarecido se tal se relaciona com uma accdo directa do chumbo
sobre os 6rgdos reprodutores, no controlo endécrino da reproducdo ou em ambos, bem

como qual a importancia do depdsito de chumbo nos tubos seminiferos ou nos proprios
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espermatozdides (Marqués 1993; Alexander et al. 1998b; Apostoli et al. 1998; Telisman
et al. 2000; Prista 2002; SCOEL 2002; IARC 2006a).

Mulheres expostas a chumbo apresentam maior frequéncia de infertilidade e abortos
espontaneos e diversos estudos epidemiolégicos vém dando consisténcia a esta
constatacdo, desconhecendo-se 0 mecanismo de accdo que a determina (IPCS 1995;
Borja-Aburto et al. 1999; Torres-Sanchez et al. 1999; Apostoli et al. 2000). Trata-se,
contudo, de resultados obtidos em estudos sobre situagcdes de exposicdo ocupacional a
elevadas concentragdes de chumbo, pelo que os riscos de exposicdo de baixa
intensidade ndo estdo bem elucidados (Marqués 1993; Gongalves 1997; Prista 2002;
IARC 2006a).

Para além desses efeitos, 0 chumbo atravessa a placenta e é transferido de mée para
filho durante a gravidez, ficando este exposto a concentracdes equivalentes as que a mée
esta exposta, com consequéncias para 0 seu desenvolvimento cognitivo (Gongalves
1997; CSD 1999; SCOEL 2002).

Também o sistema imunitario € alvo da toxicidade induzida pelo chumbo. Diversos
estudos realizados sobre trabalhadores expostos permitiram verificar que a exposicédo a
chumbo afecta a resposta imune, sendo referenciadas alteragdes na funcdo linfocitéria,
na producdo de citoquinas e nos niveis de imunoglobulinas (Fischbein et al. 1993a;
Fischbein et al. 1993b; Undeger et al. 1996; Sata et al. 1997; Boscolo et al. 1999;
Basaran e Undeger 2000). Tal responderia, por exemplo, pela maior susceptibilidade a
infeccdes, identificada ha mais de vinte anos por Ewers e col. em trabalhadores
expostos a chumbo (IPCS 1995).

Permanece envolta em elevada controvérsia a accdo do chumbo sobre o sistema cardio-
vascular e a sua eventual responsabilidade em quadros clinicos correspondentes. A
investigacdo dos Ultimos vinte anos vem indiciando que a exposi¢do a chumbo, mesmo
a doses relativamente baixas, podera estar associada a uma elevacdo significativa da
tensdo arterial (Goyer (2001) e EPA 1989 citados por Prista (2002)). Diversas
explicacdes tém sido sugeridas para justificar a relacdo - os efeitos do chumbo ao nivel

renal e uma acgdo toxica directa sobre o tecido muscular liso dos vasos sanguineos
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(Pirkle et al. 1985; Landrigan 1989), um decréscimo da actividade das bombas de sddio
e potéssio ligadas a ATPase conduzindo a estimulagdo das trocas entre calcio e sodio
com aumento do célcio intracelular (Duc, et al. 1994; IPCS 1995; Goyer 2001), um
aumento da actividade plasmatica da renina, da angiotensina e da enzima conversora da

angiotensina (Campbell, 1985 citado por Lauwerys (1999)).

N&o obstante os estudos que vém indiciando a associa¢ao da exposi¢do a chumbo com a
elevacdo da pressdo arterial ou outras doencgas cardio-vasculares, a falta de robustez
dessa associacdo em varios dos casos (ou mesmo a sua inexisténcia) desaconselha uma
concluséo definitiva. Uma relacéo causa-efeito entre a plumbémia e a tensdo arterial, ou
outros efeitos no sistema cardiovascular e 0s mecanismos eventualmente envolvidos
sdo, assim, ainda assumidos como questdo por esclarecer (IPCS, 1995). A tabela 2

resume os efeitos da exposicdo a chumbo observaveis no ser humano.

TABELA 2 — Efeitos observaveis da exposicdo a chumbo e valores de Pb-S relacionados
(adaptado de IARC (2006a), ATSDR (2005) e SCOEL (2002)).

LOAL Pb-S Efeitos

(ng/dL) Hematolodgicos Neuroldgicos Renais e Reprodutores

Cardiovasculares

> 100 Encefalopatia Nefropatia crénica

80 Anemia

60 Efeitos sistema
reprodutor
feminino

50 < produgdo de

hemoglobina
40 > ALA e COPRO SNP: < condugdo Sinais precoces mau < fertilidade

urinarias neuronal; funcionamento renal

SNC: alteracOes
neurocomportamentais
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LOAL Pb-S Efeito
(ng/dL) Hematolégicos Neurolégicos Renais e Reprodutores
Cardiovasculares
30 Disfungdo
testicular

25-30 > PPZ (homens) < tensdo arterial

15-20 > PPZ (mulheres)

<10 < actividade da ALAD

< actividade P5N

>, aumento; <, diminuigdo; ALAD, desidratase do acido &-aminolevulinico; ALA, acido d-aminolevulinico; COPRO,
coproporfirina ;PPZ, protoporfirina de zinco; P5N, pirimidina 5’-nucleotidase; SNC, sistema nervoso central; SNP,
sistema nervoso periférico; LOAL, Lowest Observable Effect Level

2.6.2. Carcinogénese e genotoxicidade

O chumbo é, desde 2006, considerado pela International Agency for Research on
Cancer (IARC) uma substéancia carcinogenica do grupo 2A (provavel carcinogénio para
0 ser humano). Considera-se, assim, que o chumbo tem, inequivocamente, capacidade
de induzir cancro em animais experimentais mas que, embora haja fortes indicios de que
0S mecanismos que medeiam a carcinogénese desses compostos ocorrem no Sser

humano, os dados disponiveis ainda ndo podem assegurar essa relacdo (IARC 2006a).

A carcinogénese, entendida como o processo de transformacao de células normais em
malignas, em que a acumulacdo sequencial de mutacdes resulta no aparecimento de
células capazes de crescerem autonomamente e de invadirem outros tecidos (neoplasia),
envolve diversos passos que, genericamente, compreendem a iniciacdo, a promocao, a
progressdo e a metastizacdo (Leonard e Bernard 1993; Ross 1998b; Bertram 2001;
Wang e Shi 2001).

O passo critico, a iniciacdo, envolve a inducdo de uma alteracdo genética, geralmente a

ocorréncia de mutacdes em proto-oncogenes com a consequente activagao de oncogenes
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(genes que estimulam a proliferacdo celular ou que conferem proteccdo contra a morte
celular) em genes supressores de tumores responsaveis pela regulacdo/inibicdo da
proliferacdo celular (resultando na sua inactivacdo). Nas células normais, os proto-
-oncogenes promovem o crescimento celular, numa acgdo equilibrada com genes
supressores de tumores que actuam como inibidores do crescimento celular. Mutagdes
nestes genes resultam na perda do controlo dos processos de crescimento e morte
celulares (Venitt e Phillips 1995; Ross 1998b; Bertram 2001; Preston e Hoffmann
2001). Outras ocorréncias que nao requerem necessariamente dano genético, como a
activacdo da transcricdo, recombinacdo e/ou amplificagdo de oncogenes, também
podem resultar na iniciacdo do processo de carcinogénese (Wang e Shi 2001).

Apos esta transformacéo inicial a célula pré-neoplésica pode permanecer em dorméncia
até que a proliferagdo seja facilitada por um agente promotor. Este segundo estadio da
carcinogénese (a promocéo da divisdo celular) envolve a proliferacdo celular de linhas
celulares ja mutadas. E um processo reversivel, caracterizado por alteracbes da
expressdo genética e de sinalizacdo celular com consequente crescimento de um clone a
partir de uma célula iniciada na primeira fase e que resulta no crescimento de celulas
neoplasicas (Ross 1998b; Preston e Hoffmann 2001; Wang e Shi 2001).

A desregulacdo da proliferacdo celular acaba por resultar no aumento da taxa de
mutacdes nas células descendentes (clonais). A medida que a taxa de mitose aumenta,
cresce a probabilidade de ocorréncia de danos genéticos, assim como a probabilidade de
falharem os mecanismos de reparacdo. A acumulacdo destas mutacdes num processo de
continuacdo da proliferacdo celular constitui a fase de progressdo. Resulta no aumento
de instabilidade genética, na desregulacdo total do crescimento celular e em alteracGes
fenotipicas no numero e/ou no rearranjo dos cromossomas de forma irreversivel.
As células neoplasicas dao entdo origem a um tumor maligno. Como resultado ha um
aumento da taxa de crescimento celular, a invasdo de tecidos saudaveis e a formacdo de
metéastases (Ross 1998b; Bertram 2001; Preston e Hoffmann 2001)

O processo de transformacdo duma célula normal em neoplasica envolve, portanto,
diversas lesbes genéticas que se acumulam ao longo da vida celular, e requer a

ocorréncia de divisdo celular. Podem passar-se muitos anos (décadas) até que esta
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transformac&o celular seja clinicamente detectavel e reconhecida como tumor (Bertram
2001; Wogan et al. 2004).

Os agentes mutagénicos contribuem para a carcinogénese como iniciadores, embora o
seu papel ndo tenha que se cingir a essa fase, uma vez que podem também contribuir
para as diversas alteracdes genéticas que caracterizam as fases seguintes do processo
carcinogénico. Mas ha outros agentes que podem contribuir para a carcinogénese, como

promotores, sem serem no entanto mutagénicos (Preston e Hoffmann 2001).

Wogan e col. (2004) distinguem os agentes capazes de induzir leses genéticas (ou dano
genético) em dois grupos, nomeadamente, 0s que resultam de agentes exégenos como
substancias quimicas, virus e radiacbes e, por outro lado, as moléculas reactivas
resultantes de processos celulares normais (espécies reactivas de oxigenio (EROs) e de
azoto, assim como as que resultam dos processos de alquilagdo, depurinacdo e
desaminacdo). Os tipos de dano produzido pelos primeiros sdo diversos, desde quebras
nas cadeias de ADN (simples ou duplas), cruzamentos (cross-links) entre bases de ADN
ou destas com proteinas e adicdo de substancias quimicas a bases de ADN (aductos)
(Preston e Hoffmann 2001).

Os agentes quimicos podem induzir dano genético por diversos mecanismos e, apesar
de, por si s6, o dano genético ndo constituir um evento mutagénico, ele pode dar
origem, se ndo for reparado, a uma mutacao durante o processo de replicacdo do ADN.
Assim, 0s agentes quimicos sdo considerados (1) mutagénicos, quando o dano genético
resulta em mutacbes pontuais (alteracbes em bases na sequéncia de ADN: duplicacdes,
insercbes, inversdes e translocacBes), ou (2) genotoxicos, quando ddo origem a
alteracdes numéricas e/ou estruturais dos cromossomas, interferindo com os processos
normais de divisdo celular, de metilacdo do ADN ou de sintese e reparacdo do ADN
(Wogan, et al. 2004).

Muitos metais carcinogénicos para 0 homem actuam por mecanismos que envolvem
mais do que uma das fases de desenvolvimento do cancro, ou mesmo todas elas.
Os metais tém mecanismos moleculares de carcinogénese proprios que variam muito de

metal para metal, estando muitos deles ainda por identificar e compreender (Wang e Shi
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2001; Beyersmann 2002). A carcinogénese metalica envolve frequentemente a ac¢do
conjunta de mais do que um composto: um, mutagénico, que actua como agente
iniciador e outro, ou outros, que actuam como agentes promotores, ao estimularem a
divisdo genética, alterarem a expressao celular e/ou a sinalizacdo celular (Ross 1998b;
Wang e Shi 2001; Beyersmann 2002). Diversos autores tém vindo também a referir a
provavel participacdo de EROs e a interaccdo com 0s processos de reparacdo do ADN
em todos 0s mecanismos de carcinogénese por metais (Wang e Shi 2001; Hartwig e
Schwerdtle 2002; Bower et al. 2005; IARC 2006a).

A maior parte dos dados sobre os efeitos carcinogénicos de metais é obtida em estudos
realizados em modelos animais. No entanto, sdo 0s estudos epidemiologicos que
constituem a principal ferramenta para compreender os efeitos no ser humano, assim
como a relacdo entre exposicdo e carcinogenese (Magos 1991; Bower, et al. 2005).
O potencial efeito genotoxico do chumbo no ser humano, por exemplo, tem sido
estudado essencialmente em trabalhadores expostos em diferentes inddstrias e na
populacdo em geral, embora haja trabalhos, como o de Shaik e col., que incidem sobre
os efeitos em culturas in vitro de linhas celulares como as de linfocitos de sangue

periférico humano (Shaik et al. 2006).

A inducdo de proliferacdo celular pelo chumbo foi observada, em laboratorio, ao nivel
do rim, do figado e de células embrionarias, podendo ocorrer por mecanismos
envolvendo a sintese ou a reparacdo do ADN (IPCS 1995; Goyer 2001; SCOEL 2002).

No que se refere aos dados em humanos, duas meta-analises sugerem a existéncia de um
risco acrescido de ocorréncia de cancro no pulmao, bexiga e estbmago em populacdes
expostas ocupacionalmente a chumbo inorganico (Fu e Boffetta 1995; Steenland e
Boffetta 2000). Grande parte dos estudos incluidos nestas revisdes apresenta porém
alguns factores (considerados confundentes) que impedem que seja tirada a conclusédo
de que estes cancros se devem apenas a exposicdo a chumbo. Nomeadamente, muitos
deles referem a existéncia de co-exposicao a agentes reconhecidamente carcinogénicos
como 0 arsénio e 0 cromio e sdo omissos ou pouco esclarecedores no que se refere a
habitos tabagicos (factor que se sabe ter influéncia nestes tipos de cancro), assim como

guanto a dados quantitativos de dose-resposta.
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Num documento recente de revisdo elaborado e publicado pela Agency for Toxic
Substances and Disease Registry (ATSDR), é evidenciado que os resultados de
trabalhos publicados em que se avaliou a capacidade do chumbo para induzir aberragdes
cromossomicas (CA), micronlcleos (MN) e trocas de cromatides irmds (SCE) em
linfocitos humanos, indiciam que o chumbo é um agente clastogénico por ser capaz de
causar este tipo de alteracbes nos cromossomas humanos, embora se saliente que os

dados analisados ndo séo sempre consistentes (ATSDR 2007).

Na TABELA 3 séo apresentados (e resumidos o essencial dos resultados e conclusoes)
0s principais artigos publicados, desde 1997, com o intuito de avaliar o potencial
genotoxico do chumbo, com base em diversos biomarcadores, em populacbes expostas
ocupacionalmente a esse metal. De uma forma geral, os resultados destes estudos
indiciam haver alteragfes nos diversos biomarcadores de genotoxicidade, no sentido de
aumento na inducdo de efeitos genotdxicos nos grupos expostos quando comparados

com grupos ndo expostos, em linfécitos de sangue periférico.

Os dados obtidos pelo teste do Cometa ou electroforese em microgel (SCGE) séo
indicativos da existéncia de dano genético, pela presenca de quebras da cadeia de ADN
e/ou de locais alcali-labeis (Tice 1995; Collins et al. 1997; Kassie et al. 2000).
Os estudos que avaliaram o dano no ADN com base no teste do Cometa deram origem,
de uma forma geral, a aumentos significativos nos parametros avaliados — percentagem
de células com cauda, valores do comprimento da cauda (TL), percentagem de ADN na
cauda (TD) e do momento da cauda (TM) — este ultimo é calculado pelo quociente dos
dois anteriores, TM = TL x TD (Ye et al. 1999; de Restrepo et al. 2000; Fracasso et al.
2002; Danadevi et al. 2003; Marthino-Roth et al. 2003; Palus et al. 2003; Steinmetz-
-Beck et al. 2005; Chen et al. 2006). Adicionalmente, Fracasso e col. e Ye e col.
avaliaram parametros indicativos de stress oxidativo e os dados que obtiveram
(associacdo entre estes e 0 dano no ADN) indicam poder ser esse um dos mecanismos

através dos quais o chumbo causa dano genético (Ye, et al. 1999; Fracasso, et al. 2002).

Marthino-Roth e col. também encontraram valores aumentados de dano genético (MN e
teste do Cometa) num grupo de trabalhadores de uma industria de producéo de baterias

e em pintores de automoveis. Neste estudo, no entanto, ndo podem ser tiradas
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conclusdes sobre se os efeitos se devem ao chumbo, uma vez que 0s compostos a que 0s

trabalhadores estdo expostos ndo séo especificados (Marthino-Roth, et al. 2003).

Shaik e Jamil referem ter encontrado efeitos da exposi¢cdo ao chumbo na frequéncia de
dano de genético (teste do cometa) e de CA (Shaik e Jamil 2009). Mas também ndo

especificam a existéncia ou ndo de co-exposicdo a outros agentes na industria estudada.

Os estudos que avaliaram diversos parametros citogenéticos, como a inducdo de MN e
de SCE, verificaram haver um aumento da frequéncia dos mesmos nos grupos expostos
a chumbo em industrias diversas (Vaglenov et al. 1997; Vaglenov et al. 1998; Duydu et
al. 2001; Vaglenov et al. 2001; Wu et al. 2002; Duydu e Suzen 2003; Palus, et al. 2003;
Chen, et al. 2006). No entanto, no trabalho onde foram avaliadas CA, ndo se
verificaram diferencas nas frequéncias no grupo exposto e no grupo nao exposto, apesar
de o valor medio de plumbémia no grupo exposto ser consideravelmente elevado
(72,66 pg/dL) e significativamente superior ao valor encontrado no grupo ndo exposto
(4,41 po/dL). Ha que notar que estes autores observaram, sim, ocorrer uma reducédo na
capacidade de reparacdo do ADN nos individuos expostos a chumbo, reducdo que, no

entanto, ndo é estatisticamente significativa (Karakaya et al. 2005).

Wu e col. avaliaram também a relacdo entre a quantidade de cruzamentos entre ADN e
proteinas (cross-links) e a plumbémia em trabalhadores de industrias de fabrico de
baterias, tendo concluido haver um aumento significativo desse parametro quando

comparados com um grupo ndo exposto (Wu, et al. 2002).

Chen e col. (2006) ndo encontraram diferencas estatisticamente significativas na
frequéncia de mutacdes no ensaio de mutacao no receptor de TCR (TCR) entre o grupo
de trabalhadores exposto e trabalhadores ndo expostos. No entanto, € o Unico trabalho

que utiliza este ensaio para avaliar em trabalhadores expostos a chumbo.

No trabalho publicado por Hengstler e col. o parametro analisado, o ensaio de elui¢do
alcalina, foi usado para avaliar a quantidade de quebras simples de ADN em
trabalhadores de dez tipos diferentes de industrias com exposicdo a chumbo e a outros

compostos. Apesar de néo ter sido detectada qualquer associagcdo entre os valores deste
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parametro com os valores da plumbémia dos trabalhadores ou mesmo com os valores de
chumbo no ar, verificou-se a existéncia de uma boa correlagéo entre este parametro e as
concentracdes de cadmio e de cobalto no ar. Estes autores sublinham, entretanto, haver
um refor¢co da genotoxicidade nos casos em que se verificou co-exposicdo aos trés
metais, sugerindo a ocorréncia de interacg@o entre eles na indugdo de genotoxicidade
(Hengstler et al. 2003).

A co-exposicdo a outros compostos com propriedades genotoxicas e carcinogénicas €,
alids, uma questao dificil de tornear quando se quer avaliar o potencial genotdxico do
chumbo em populagdes expostas, ocupacional ou ambientalmente. Os estudos humanos
de genotoxicidade do chumbo deparam recorrentemente com a dificuldade de identificar
e controlar todas as variaveis confundentes, principalmente no que respeita a co-
-exposicdo, o que pode contribuir para o facto de diversos estudos efectuados em
populacdes humanas com exposi¢cdo ao chumbo resultarem em dados e conclusdes
contraditérios o que podera, muitas vezes, explicar algumas das aparentes

inconsisténcias e contradi¢cdes entre diferentes estudos (IARC 2006b).

Silbergeld (2003) propde que os resultados obtidos nesses estudos sejam observados sob
uma perspectiva diferente, nomeadamente, procurando evidéncias de que ocorram
interaccdes entre 0 chumbo e outros compostos para estudar se € possivel que a acgéo
do chumbo seja a de facilitar o mecanismo de carcinogénese, quando em conjunto com
outros compostos carcinogénicos, e ndo a de o provocar por si s6. Ou seja, embora dos
estudos efectuados ndo tenham resultado na obtencdo de dados suficientemente claros
que indiquem que o chumbo tem, por si sO, propriedades carcinogénicas, estes sugerem
que a exposicdo simultdnea a chumbo e a outros compostos genotdxicos e/ou
carcinogénicos (tdo variados como arsénio, cadmio, fumo de tabaco e fumos de escapes
automoveis) pode aumentar o risco de ocorréncia de cancro, em comparacdo com a
exposicdo aos mesmo compostos na auséncia de co-exposicdo a chumbo (Anttila et al.
1995; Lundstrém et al. 1997; Englyst et al. 2001). Por outro lado, acresce que 0s casos
de cancro encontrados em trabalhadores expostos a chumbo ocorrem em d&rgaos
normalmente associados a esses outros compostos, como 0s sistemas respiratorio e
gastrointestinal (Goyer e Clarkson 2001; Silbergeld 2003).
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Adicionalmente, dados obtidos em grupos ndo expostos ocupacionalmente a chumbo,
como criangas a viverem nas imediacOes industriais e elementos da populacdo geral
voluntarios para ingerir acetato de chumbo, a determinacdo de SCE, CA e dano

oxidativo originaram resultados negativos (IARC 2006a).

Ou seja, em concentragdes elevadas, 0 chumbo parece ligar-se ao ADN mudando a sua
conformacédo e causando genotoxicidade por acgdo directa (Silbergeld 2003). Mas ha,
por outro lado, dados que apontam para a hipotese de o chumbo, a concentragdes nao
citotoxicas, geralmente as encontradas nos estudos de genotoxicidade, ndo interagir
directamente com o ADN (Silbergeld 2003; IARC 2006b). Ha também estudos que
obtiveram resultados positivos para parametros de avaliagdo de danos oxidativos
associados a exposicdo a chumbo que apontam para que os danos oxidativos ao ADN
constituam um mecanismo envolvido na toxicidade genética do chumbo (Vaglenov, et
al. 2001; Fracasso, et al. 2002).

Este conjunto de dados parece indiciar que o papel do chumbo no processo de
carcinogénese ndo € um papel de danificar directamente 0 ADN, mas serd mais um
papel facilitativo da ocorréncia de carcinogénese, ao reduzir a capacidade celular de
reparacao do ADN, danificado por outros agentes (Silbergeld et al. 2000; IARC 2006a).
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TABELA 3 — Resultados de estudos de genotoxicdade em populagGes expostas em contexto ocupacional (desde 1997): frequéncia de
micronucleos (MN), trocas de cromatides irmas (SCE), aberra¢des cromossémicas (AC) e Comet assay (SCGE).

Pais e Grupo(s) Biomarcadores
Ref. L Estudado(s) Notas e Principais Conclusdes Resultados
Industria Estudados
OE/NOE
Grupo OE dividido em 4 grupos profissionais diferentes (Pb no .
ar): Pb-S Resultados ndo apresentados no resumo.
Bulgéria Moagem (n = 23) - 0,7 mg/m’
Média MN grupo OE: moagem: 51,1+18,0; Linha de montagem: 46,5+21,7; empilhamento de
(Vaglenov, 73/23 ] _ B 3 ) ,0; 3 75
et al. 1997) g d Linha de montagem (n = 21) - 0,384 mg/m placas: 37,3+14,8; montagem final: 35,2+15,3.
' Producgo de Empilhamento de placas (n = 20) — 0,233 mg/m° -
(resumo) baterias (homens) . _ 3 MN Média MN grupo NOE: 20,19,0.
automoveis Montagem final (n = 9) — 0,193 mg/m Dependéncia linear: MN = 33,2+8,21 por umol/L Pb, coeficiente de correlagdo r=0.869
3
NOE —0,06 mg/m Habitos tabagicos: Sem efeito no grupo OE; grupo NOE: frequéncias MN Sig. maiores em
Os autores ndo apresentam conclusdes no resumo. fumadores do que em ndo fumadores (p < 0.05).
ectivo: avaliar o efeito genotdxico do chumbo através do édia interno (1,33 pmol/L) maior que média externo (0,88 umol/L).
Objecti li fei 5xico do chumb és d b Média NOE i (1,33 1/L) mai édia NOE (0,88 /L)
. s . . - Pb-
ensaio do MN e pela aval.la.gao c.ios efeitos anti-mutagénicos do Média OE = 2,94 + 0,15 umol/L.
tratamento com uma polivitamina (PV) — tratamento durante 4
meses.
Bulgaria NOE: 19 (controlo interno / pessoal administrativo da mesma Média BNMN OE Si ior (p<0.001)d BNMN NOE
22/38 empresa) e 19 (controlo externo / pessoal administrativo de edia no grupo Ot 2lg. malor {p < o. oque no grupo :
(Valgligg\é, Producio de fora da empresa). BNMN no grupo NOE interno maior que BNMN no grupo NOE externo.
etal. o .
) baterias (homens) Média Pb ar (OE) = 0,444 + 0,052 mg/m3 MN/BNMN Diminuicdo Sig. (p <0.001) de MN e BNMN apds tratamento com PV no grupo OE (~4 vezes).
automoveis Sem corr. Sig. de BNMN com idade, habitos tabégicos, anos de trabalho, concentragdo de Pb no ar
Os trabalhadores desta industria ndo estdo expostos a outros nem com PB-S.
agentes potencialmente genotdxicos. Os autores concluem que
o chumbo é genotdxico quando a exposicdo é elevada. Os
efeitos genotdxicos podem ser reduzidos com 1 tratamento
com suplemento polivitaminico de 4 meses.
China 66/28 Objectivo: avaliar o stress oxidativo induzido pelo chumbo Pb-S .
(Ye, etal. Os autores ndo referem a existéncia ou ndo de co-exposi¢do a
1999) Fundigdo (homens e outros agentes carcinogénicos. Sem efeito de habitos tabagicos ou de consumo de bebidas alcodlicas.
. MDA
secundaria mulheres) Valores de Pb-S: Efeito de PB-S: correlacdo sig positiva de MDA com PB-S .
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Pais e Grupo(s) Biomarcadores
Ref. L Estudado(s) Notas e Principais Conclusdes Resultados
Industria Estudados
OE/NOE
:Pb-S <
1:Pb-S <13 ug/dL Actividade SOD Sem efeito do consumo de tabaco ou de alcool.
. _ ctividade
2:13<Pb-5<27 pg/dL Valores dos grupos 2, 3 e 4 sig. maiores que os do grupo 1.
3:27<Pb-S<37 pg/dL
4:Pb-S> 37 pg/dL
Quantificacdo do dano do ADN em 5 niveis com base na % de
ADN na cauda do cometa: nivel 0: <5 %; nivel 1: 5-19 %; nivel 2: SCGE
20-39 %; nivel 3: 40-95 %; nivel 4: > 95 %. (classificaca Efeito Pb-S: Dano no ADN aumenta com o aumento de Pb-S.
classificagdo
visual) Corr. Positiva entre MDA e o dano no ADN.
Os autores concluem que o stress oxidativo pode ter um papel
importante na inducdo do cancro relacionado com a exposicdo
a chumbo.
Obijectivo: avaliar o efeito do chumbo nos processos de
reparagdo do ADN por determinagdo da taxa de reparagdo de PB-S Média grupo OE (98,5+25,3 pg/dL) sig. maior do que média grupo NOE (5,4 3,6 pug/dL).
quebras induzidas de cadeia simples (SSB). ~70 % grupo OE com valores de Pb-S considerados excessivos ou perigosos (grupos 3 e 4).
Dano do ADN (migragdo) avaliada antes e depois da exposigdo
in vitro a raios X (300 cGy) com o objectivo de estudar o dano
ao ADN basal e a eficiéncia de reparagdo de SSB induzidas por
. irradiagdo (tempo 0); incubagdo a 372C durante 30, 60 e 120
Colémbia min. Antes do tratamento por irradiagdo o grupo 4 apresentava valores de TL sig. Maiores do que o
(de 43/13 . , . . grupo 1 (p <0.05). Ndo se verificou efeito dos habitos tabagicos (apenas 9 % da populagdo
Determinagdes hematoldgicas: anemia em 5,9 % e ponteados
Restrepo, Produciio de L. o estudada era fumadora).
1. 2000) : basdéfilos em 58,8 % do grupo OE. ) ] o . ) ) ) o
etal baterias (homens) | s: L <40 g - 13 Depois da irradiagdo: imediatamente apds (tempo 0): diferencas sig. encontradas na maioria das
automdéveis Valores PB-S: 1 (normais) : PB-S<40 pg/dL (n = 13) SCGE classes de PB-S (p <0.05).
2 (aceitaveis): 40 < PB-S <80 pg/dL (n = 13) (TL) Sem diferengas sig. apds varios tempos de incubagdo.
3 (excessivos): 80 <PB-S <120 pg/dL (n = 22) PB-S aparece como o factor principal a provocar o aumento de dano no ADN apds irradiacdo (por
4 (perigosos): PB-S > 120 pg/dL (n = 8) comparacdo com idade, anos de exposi¢do e dano do ADN inicial).
Os autores consideram que o efeito da existéncia de outras
exposicdes é minimo, ndo sendo importante té-las em
consideracdo.
Bulgaria Obijectivo: avaliar os efeitos genotéxicos do chumbo com base - ) .
- + +
103/78 no ensaio do MN PB-S Média grupo OE (2,70,10 uM/L) 3 vezes mais elevada que a média grupo NOE (0,91+0,04 uM/L).
(i\t/ZIglggg\i’) Produciio de 3 periodos independentes de colheita de amostras.
baterias (homens) NOE: 43 (grupo interno) e 35 (grupo externo) MN/BNMN Efel(t)ooc(j)i)PB-S: aumento BNMN esta sig. correlacionado com PB-S (total n = 181): (r=0.49669;
o p<0. .
automoveis Individuos expostos a outros agentes genotdxicos ndo foram
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Pais e Grupo(s) Biomarcadores
Ref. L Estudado(s) Notas e Principais Conclusdes Resultados
Industria Estudados
OE/NOE
incluidos no estudo. Diferencas Sig. entre os grupos de PB-S “muito baixo” e “moderado” (p = 0.05) assim como entre
Grupos PB-S: os grupos “moderado” e “alto” (p = 0.02). Diferengas n&o sig. entre os grupos com exposi¢do “alta”
] ] e “muito alta” (p = 0.16).
“muito baixo” : PB-5<1,20 uM/L (n = 71)
“moderado”: 1,20 < PB-S <1,91 uM/L (n = 32)
“alto”: 1,92 < PB-S <2,88 uM/L (n = 29)
“muito alto”: PB-S > 2,88 uM/L (n = 49)
Os autores afirmam ndo haver suspeita de exposicdo a outros
agentes genotoxicos e concluem que os resultados evidenciam
claramente a ocorréncia de dano genético com base no ensaio
do MN em associacdo com a exposi¢cdo ao chumbo, em
linfécitos de sangue periférico, sendo este efeito relacionado
com PB-S
PB-S Média grupo OE: 36,31 pg/dL [22,2-52,5] sig maior (p < 0.05) que grupo NOE: [8,1-14,7] pg/dL
Objectivo: estudar a relagdo entre a frequéncia de SCE e alguns Média PB-S dos grupos A, B e C sig. maior que grupo NOE (p < 0.05).
indicadores de exposi¢gdo a chumbo
posic Corrigida com valores de creatinina; excluidos individuos com valores de creatinina <0,5 ou
>3 g/L.
Grupos PB-S: AtA-U Média grupo OE sig. maior que média grupo NOE (p < 0.05).
Turquia A: PB-S<40 pg/dL (n = 21) Efeito de PB-S: ALA-U com correlacdo positiva (aumento) com aumento de PB-S.
31/20 B: 40 <PB-S <50 pug/dL(n= 8)
(Duydu, et Média grupo OE sig. maior que média grupo NOE (p < 0.05).
al.2001) | Producdode C:PB-S> 50 pg/dL (n= 2) Efeito PB-S: actividade ALAD correlacionad ti te (diminuigdo) to de PB-S
baterias (homens) Actividade ALAD eito : actividade correlacionada negativamente (diminui¢do) com o aumento de
automdéveis . = _ . Os autores sugerem o envolvimento do ALA no mecanismo de toxicidade pelo chumbo (actividade
Unidades da actividade da ALAD: U = umol ALA/min/L RBC pré-oxidante do ALA originando dano oxidativo celular).
Os autores concluem que a frequéncia de SCE aumenta para Meédia grupo OE sig. maior que média grupo NOE (p <0.05).
valores de PB-S inferiores a 40 pg/dL (propdem que o valor SCE Grupos A, B e C sig. maiores que grupo NOE (p <0.05).
NOEL passe a ser de 30 ug/dL). Valores mais altos no grupo B que no grupo A (sem significado estatistico).
Aumento exponencial da frequéncia de SCE com a diminuig¢do da actividade do ALAD.
Taiwan 58/30 Objectivo: avaliar o efeito genotéxico do chumbo com base na Grupo OE PB-S Alto Grupo QE PB-S Grupo NOE p
(qu(,)oezt)al. frequéncia de SCE, HFCs e DPCs (DNA-protein cross-links). Baixo
Producio de (homens e rupos OE PB-S: PB-S 32,5+14,5 pg/dL 9,3+2,9 pg/dL 4,2+1,4 pg/dL <0.001
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Pais e Grupo(s) Biomarcadores
Ref. L Estudado(s) Notas e Principais Conclusoes Resultados
Industria Estudados
OE/NOE
bater,ias. mulheres) Alto-PB-S: > 15 pg/dL (n = 23) 111,4+101,2 pg/dL - 19,445,2 pg/dL <0.001
automovelis Baixo-PB-S: < 15 pg/dL(n = 34) zpP
- 36,6+14,6 pg/dL 19,445,2 pg/dL <0.01
PB-S: 3 OE excederam 40 ug/dL; todos os NOE <15 pg/dL
Tendéncia semelhante para fumadores e ndo fumadores SCE 6,1£0,7 - 5,2¢0,5 <0.05
Os autores concluem que o chumbo pode causar danos HECs 47,8 % - 10,0 % <0.05
citogenéticos e DPCs nas concentracdes de exposicdo
consderadas (32,5 pg/dL). DPCs 1,5¢0,6 % - 1,0£0,3 % <0.05
PB-S Média grupo OE (39,63 + 7,56 ug/dL) sig. maior que média grupo NOE (4,4 + 1,7 ug/dL).
o . Niveis de GSH no grupo OE (7,51) sig. menores que niveis de GSH no grupo NOE (14,95),
Obijectivo: avaliar o dano ao ADN provocado pelo chumbo e
- ‘ o GSH p <0.00001.
quais 0s mecanismos responsaveis.
Efeito de PB-S: associagdo sig negativa com o aumento de PB-S (p =0.006).
Isoenzimas PKC (a: dependente de Ca e & independente de Ca) ROS Produgdo de ROS sig. maior no grupo OE do que no grupo NOE (p < 0.009).
Italia
37/29 GSH expresso como intensidade de fluorescéncia relativa/10° TM: grupo OE = 68,99 sig. maior grupo NOE=45,50 (p < 0.00001).
(:ra;c;ésc;)z,) Produgio de células. TD: grupo OE = 58,42 sig. maior grupo NOE=40,94 (p < 0.00001).
etal. . . P . 5
baterias (homens N R,OS expresso como intensidade de fluorescéncia relativa/10 TL: ndo se verifica diferenca sig.; sem efeito de habitos tabagicos, de consumo de bebidas
automdéveis mulheres) células. alcodlicas nem da idade (apenas para maiores de 35 anos em TL, mas ndo significativo).
SCGE . A -
Sem aumento sig. de nenhum dos parametros com os anos de exposigdo.
ic3 i TD, TL, TM
Os autores concluem que a exposicdo ao ch~umbo induz (3 ( ) No grupo OE:
aumento das quebras de ADN e uma reducdo da regulacdo da ) .
PKC o, sugerindo que actua como um promotor de tumor. Corr. sig. negativa. entre GSH e TD (r=-0,496;P = 0.0018)
Corr. sig. negativa. entre GSH e ROS (r=-0,450;P = 0.005)
Corr.sig. positiva. entre ROS e TD (r=0,473;P = 0.003)
Objectivo: avaliar o dano genotodxico causado pela exposigdo a PB-S OE [28,2-65,5 pg/dL]; NOE [1,7-18,0 pg/dL]
chumbo com base nos testes do MN e do SCE. Aumento Sig. (p < 0.05) no grupo OE (mesmo comparando fumadores e ndo fumadores com
Poldnia controlos).
(Palus, et 44/52 Co-exposicdo ocupacional a cddmio (Cd): 5,4-30,8 pg/L SCE Sem correlagio com PB-S.
al. 2003) Producdo de Grupo NOE de departamentos da mesma empresa, mas sem Sem diferencas sig. entre fumadores e ndo fumadores.
baterias (homens) exposicdo a chumbo.
Svei L L Aumento Sig. (p < 0.05) no grupo OE.
automoveis Quantificacdo do dano do ADN em 5 niveis: tipo 0: sem dano; HFC ] (P ) Jno grup .
tipo 1: dano de nivel baixo; tipo 2: dano de nivel médio; tipo 3: Sem diferencas sig. entre fumadores e nao fumadores.
d de nivel elevado; tipo 4: d total. ) R
ano de nivel elevado; tipo 4: dano tota MN/BNMN Aumento Sig. (p < 0.01) no grupo OE (mesmo comparando fumadores e n3o fumadores com
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Pais e Grupo(s) Biomarcadores
Ref. L Estudado(s) Notas e Principais Conclusoes Resultados
Industria Estudados
OE/NOE
Valor total de dano ADN = Tipo (1+2+3+4). Avaliagdo final de controlos).
100 células entre 0 (sem dano) e 400 (dano maximo). “Outliers” tanto em OF e NOE.
Sem diferencas sig. entre fumadores e ndo fumadores.
Os autores concluem que o chumbo induz efeitos clastogénicos Sem correlagio com PB-S
e aneugénicos nos linfdcitos de sangue periférico de individuos
expostos. SCGE Aumento Sig. da taxa de migragdo do ADN (p < 0.05) no grupo OE, tanto em fumadores como em
(classificagdo nao fumadores.
visual) Sem correlagdo com PB-S.
Obijectivo: avaliar os efeitos genotdxicos do chumbo com base PB-S Média OE = 24,83 pg/dL sig. maior que média NOE = 2,75 pg/dL (p < 0.05)
no teste do cometa. PB-S correlacionado positivamente com os anos de exposigdo (r=0.419, P < 0.05).
Pb no ar = 4,2 pg/m’ (OE)
india Quantificacdo do ADN em 4 graus de acordo com a % de ADN Média de células com cometas maior no grupo OE (44,85 %) do que no grupo NOE (21,14 %).
da:
45/36 nacauda Percentagem mais elevada de células dos tipos 1,2 e 3 no grupo OE.
(Danadevi i tipo 0:sem dano; tipo 1: baixo nivel de dano (5-20 %); tipo 2: . - .
4 Unidade ; . /. 4 o Andlise de regressdo linear simples:
et al. 2003) daria d nivel médio de dano (20-60 %); tipo 3: nivel elevado de dano SCGE . ) B
secundaria de (homens) (60-100 %). - PB-S: O dano do ADN est3 sig. correlacionado com Pb-S em fumadores (r=0.659), ndo fumadores
reciclagem de ) (classificagdo (r=0.529) e no total (r=0.602), p < 0.01.
baterias % de dano no ADN =Tipo (1+2+3) visual) !
Os autores concluem que os niveis aumentados do dano do Efeito Sig encontrado nos fumadores do grupo NOE mas ndo no grupo OE.
ADN encontrados no grupo exposto justificam o uso do teste do Efeito dos anos de exposi¢do: efeito Sig. no grupo OE (r=0,690,p <0.01).
cometa para avaliar os efeitos genotdxicos da exposicdo a Sem efeito sig. da idade
chumbo.
Objectivo: determinar a indugdo de quebras simples de ADN PB-S Média PB-S =44,1 pg/dL [28,4 — 136,8]
(ADN-SSB) e da capacidade de reparagéo do ADN Chumbo no ar estd correlacionado com PB-S (r=0.417; p < 0.001)
Alemanha 78/22 Co-exposicdo a cadmio e cobalto.
(Hengstler, Concentracdo de chumbo no ar = 3,0 [1,6 — 50,0] ug/m’
etal.2003) | 19 tipos #s de (homens e Os autores observam que a co-exposicio verificada causa DNA-SSB Sem correlagdo com conc. de chumbo no ar ou com PB-S.
Servicos mulheres) efeitos genotdxicos maiores do que a soma dos efeitos devidos Corr. com cobalto e cadmio.
a exposicdo aos metais individualmente: a co-exposicdo a
cadmio, cobalto e chumbo dé origem a efeitos interactivos.
. - Média OE (34,53+1,52 dL) sig. i édia NOE (10,3810,36 dL), p<0.001.
(Duydu e Turquia 71/20 Objectivo: avaliar os efeitos genotéxicos do chumbo com base PB-S édia OE (34, /52 ug/dL) sig. maior que média (10, bg/dL), p
Stizen no ensaio do cometa e tendo em conta os polimorfismos de Média OE (7,97) sig. maior que média NOE (5,43), p < 0.05.
~ SCE
2003) Producdo de (homens) ALAD. Efeito PB-S: grupo C sig. mais elevado que grupo B (p < 0.05).
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Pais e Grupo(s) Biomarcadores
Ref. L Estudado(s) Notas e Principais Conclusoes Resultados
Industria Estudados
OE/NOE
baterias HEC Média OE (24,73 %) sig. maior que média NOE (4,24 %), p < 0.001.
automoveis Lo =
Todos os individuos do grupo OE s&o fumadores (células com 10 “Outliers”: 39,44 % no grupo OE; sem “outliers” no grupo NOE.
ou mais SCE) Efeito PB-S: grupo C sig. maior que grupo B (p < 0.05).
Grupos PB-S:
A: PB-5<40 pg/dL ( 26) OE: 50 ALAD 1-1 e 21 ALAD 1-2; nenhum individuo ALAD 2-2.
: PB- pg/dL (n=
B: 40 <PB-S <50 pg/dL ( 14) NOE: 11 ALAD 1-1 e 9 ALAD 1-2; nenhum individuo ALAD 2-2.
40 <PB-S <50 pg/dL (n=
C:PB-S > 50 pg/dL (n = 11) Genétipo ALAD Sem diferencas sig. para PB-S, SCE, HFC entre estes grupos.
Quando se comparam os gendtipos ALAD entre os grupos A, B e C encontram-se valores sig. mais
elevados de HFC nos individuos ALAD1-1 do grupo B (p < 0.001).
O grupo C s6 tem 3 ALAD 1-2, todos “outliers” para HFC.
Obijectivo: avaliar os efeitos genotdxicos em células de esfoliado
bocal com base nos testes do MN e do cometa em MN Efeito da exposigdo: grupos OE com valores sig. maiores por comparagdo com grupos NOE
trabalhadores de industrias de renovagao de baterias e pintura (p <0.001).
. de automoveis
Brasil
Quantificagdo do ADN em 5 niveis: tipo 0: sem dano; tipo 1:
(Marthino- ) 20/20 dano baixo; tipo 2: dano médio; tipo 3: dano elevado; tipo 4:
Roth, et al. ReC|cIagem dano total. indice de dano do ADN expresso como a soma de
2003) de baterias e (homens) células com dano dos tipos 1- 4 (1+2+3+4). Avaliacdo final de SCGE
pintura de 4 4 IS
automéveis 100 células entre 0 (sem dano) e 400 (dano méaximo). -(cla55|f|c?ga9 Valores sig. maiores nos grupos OE, quando comparados com os grupos NOE (p < 0.001).
Os autores observaram efeitos genotdxicos mas nio visual: TL, indice
especificam a que compostos os trabalhadores est3o expostos de dano)
(concluem que n3o se pode descartar a existéncia de co-
exposicdo).
%’Jﬁ%:;ﬁ:‘;i izel:?;fiizzt::'g:;a‘j:‘i’dzg‘gzt:’r;;;abg‘;? . Média OE (72,66 24,14 pg/dL) sig. maior que média NOE (4,41+2,07 pg/dL), p < 0.0001.
do ADN (pela indugdo de raios X, XRC) Sem corr. sig. com os anos de exposigdo.
Turquia -
a 23/23 Anos de trabalho [2-26 anos] Sem diferengas sig. em relagdo aos valores de Pb-S.
(Karakaya, Producio d 4 classes PB-5: CA Sem corr. sig. com os anos de exposigdo.
rodugdo de . PB- -
et al. 2005) baterias (homens) 1(normal) : PB-5<40 pg/dL (n = 6) Efeito dos habitos tabagicos: sem diferengas sig. entre fumadores e ndo fumadores.
. 2 (aceitdvel): 40 <PB-S <80 ug/dL(n= 7)
automoveis
3 (excessiva): 80 <PB-S <120 pg/dL (n = 8) XRC Observou-se uma reducdo acentuada na capacidade de reparagdo do ADN em individuos expostos

4 (perigosa): PB-S > 120 pg/dL (n = 2)

Os autores concluem que a exposicdo ao chumbo pode levar a

a chumbo; o efeito ndo é, no entanto, estatisticamente significativo.
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Pais e Grupo(s) Biomarcadores
Ref. L Estudado(s) Notas e Principais Conclusoes Resultados
Industria Estudados
OE/NOE
reducdo da capacidade de reparacdo do ADN, facilitando a
ocorréncia de dano do ADN.
(Steinmetz- Objectivo: avaliar os efeitos genotdxicos em trabalhadores PB-S Média grupo OE=42,26 +18,12 pg/dL Sig. maior que PB-S NOE=8,1+3,78 pg/dL (p < 0.01).
Beck, et al. 62/22 expostos a chumbo através do teste do cometa.
2005) (homens) Os autores concluem gue a exposicdo crénica a niveis elevados SCGE ( % células . .
(resumo) de chumbo induz danos ao ADN. com cometas) Sig. maior no grupo OE do que no grupo NOE (p < 0.05).
PB-S Média grupo OE = 32,0 ug/dL [11,0-62,0] sig. maior do que média grupo NOE = 2 pg/dL - (p <0.01)
Objectivo: avaliar os efeitos genotéxicos da exposi¢io a chumbo 6 trabalhadores com PB-S > 40 pg/dL
China 25/25 ?é::(t;:igg)s testes do MN, do cometa e da mutagdo do gene MN Sig. maior no grupo OE do que no grupo NOE (p < 0.01)
(Chen, et Pb no ar = 1,26 mg/m’ Efeito PB-S: ndo apresenta correlagdo
al. 2006) Produgdo de h ! & ] ]
baterias (homens e Equipamento de ventilagdo ineficiente ScaE TL: Sig. maior no grupo OE do que no grupo NOE (p < 0.05)
o mulheres . .
automoveis ) Os trabalhadores usavam mascaras como medida de protecgdo (TL T™) TM: Sig. maior no grupo OE do que no grupo NOE (p <0.05)
Os autores ndo tiram conclusdes claras. ’ Efeito PB-S: ndo apresenta correlagdo.
TCR-mf Sem diferengas sig. entre OE e NOE.
Objectivo: avaliar os efeitos citotéxicos e genotdxicos do «
chumbo em linfécitos humanos in vitro CA CAs aumentam com o aumento da concentragdo de chumbo.
Linfécitos de dadores saudaveis e ndo fumadores
(Shaik, et . Incubagéo de sangue com aliquotas de nitrato de chumbo
In vitro - 3
al. 2006) (PbNO3),; amostras de sangue sem tratamento como controlo. SCGE TLaumenta com o aumento da concentragdo de chumbo.
Conc. (PbNO3),:1/10 e 1/6 do LCs. (TL) A frequéncia de células aptdticas ou necréticas aumenta com o aumento da concentragdo de
Os autores concluem que o chumbo pode induzir SSB no ADN, chumbo.
ao competir com os locais de ligacdo a metais.
india 113/102 Objectivo: Avaliar os efeitos toxicos do chumbo e se e qual a Pb-S Sem relacdo com a idade nem duragdo da exposicéo.
(Shaik e correlagdo entre estes e indicadores clinicos de intoxicagdo por Sem relagdo significativa com consumo de &lcool e de tabaco.
. chumbo.
Jamil 2009) Produgdo de (homens e . ) )
baterias mulheres) Valores de hemoglobina no grupo OE entre 7,0 e 14,0 g/dL e no MN Sig. maior no grupo OE do que no grupo NOE (p < 0.01).

grupo NOE 11,3 a 14,8 g/dL. 33 do grupo OE com valor de
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Pais e Grupo(s) Biomarcadores
Ref. L Estudado(s) Notas e Principais Conclusoes Resultados
Industria Estudados
OE/NOE
hemoglobina < 10 g/dL.
12 individuos do grupo O mal nutridos. AC Sig. maior no grupo OE do que no grupo NOE (p < 0.01).
Factores confundentes:
Os autores concluem que o chumbo é um agente genotdxico SCGE Sig. maior no grupo OE do que no grupo NOE (p < 0.01).
gue causa dano genético e aberracdes cromossémicas.
Genotipo ALAD Individuos com ALAD 1-1/1-2 com valores de Pb-S mais elevados (76-88 ug/dl) que os com

ALAD1-2 (2-79 pg/dL) — mas sem significado estatisticamente significativo.

Unidades de PB-S: 1 ug/dL = 10 pg/L = 0,048 umol/L; 1 umol/L = 20,719 pg/dL.

ADN - Acido Desoxirribo Nucleico; BNMN — células binucleadas que apresentam um ou mais micronticleos; CA —Chromosome Aberrations (aberracdes cromossémicas)- DPC — DNA-protein
crosslink; GSH — concentragGes celulares de glutationa; HFC — high frequency cells: células com uma frequéncia elevada de SCE; LCso — Dose Letal 50; MDA — Malondialdeido; MN — ensaio do
micronucleo; TRC-mf — frequéncia de mutagdo do gene TCR; NOE — Sem exposi¢do ocupacional (not occupationally exposed); NOEL — No observable effect level (sem efeitos observaveis);
OE — com exposi¢do ocupacional (occupationally exposed); PB-S — concentracdo de chumbo no sangue; RBC — red blood cells (hemaceas); SCGE — single cell gel electrophoresis (teste do
Cometa); sig —estatisticamente significativo; SSB — single strand breaks /quebra de cadeia simples); SOD — Superdxido dismutase; TD - % de ADN na cauda do cometal; TL — comprimento da
cauda do cometa; TM — momento da cauda do cometa (TL x TD); XRC — raio X.
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2.7. Diferencas de Susceptibilidade

H& uma variedade de factores que podem aumentar ou diminuir a sensibilidade de um
individuo a um téxico o que tem como resultado que individuos diferentes respondam

de forma distinta a condi¢cdes semelhantes de exposi¢do a um mesmo téxico.

Essa variabilidade individual baseia-se no facto dos processos fisiolégicos de absorcéo,
distribuicdo, armazenamento e eliminacdo do metal serem influenciados por factores
enddgenos (constituicdo genética, factores antropométricos, estado de salde) e factores
exdgenos (carga de trabalho, exposicdo simultdnea a outras substancias) (Moreira e
Moreira 2004b, 2004a).

Nas Ultimas décadas tem vindo a ser dada especial atencdo a carga genética, ou seja, a
caracteristicas genéticas que possam explicar diferencas de organismos para
responderem a presenca do mesmo agente toxico (metabdlicas, enzimaticas, de

reparacao) traduzindo assim a susceptibilidade individual (polimorfismos genéticos).

2.7.1. Polimorfismos genéticos

O termo polimorfismo genético refere-se a ocorréncia simultanea, na populagéo, de
genomas que apresentam variacOes alélicas (Lewin 1994). Individuos que possuem
alelos iguais para 0 mesmo gene designam-se homozigoticos e 0s que possuem alelos
diferentes designam-se heterozigoticos. As diferencas populacionais nesses genes
polimérficos podem dar origem a diferencas proteicas (nas proteinas para as quais esses
genes codificam) que podem ter importancia na forma como o organismo reage perante
a presenca de determinados xenobioticos, sendo portanto factores que alteram ou

modulam a extensdo dos efeitos decorrentes da exposicdo (Sakai 2000).

No que respeita a toxicidade pelo chumbo foram identificados, por ordem da
importancia que lhes é reconhecida, o gene codificante da enzima desidratase do &cido
d-aminolevulinico (ALAD), o gene codificante do receptor da vitamina D (VDR) e o

gene da hemocromatose, que codifica a proteina HFE (Goyer e Clarkson 2001).
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2.7.2. Outras “susceptibilidades”

Para além das diferencas de susceptibilidade genética, hd uma série de outros factores
que se sabe terem especial importancia na vulnerabilidade individual a toxicidade por
chumbo, como a idade (criancas e idosos sdao mais sensiveis aos efeitos do chumbo),
alguns factores nutricionais, (tipo de alimentacdo e quantidade total de calorias
ingeridas), habitos tabagicos e habitos de consumo de bebidas alcodlicas (Goyer e
Clarkson 2001).

As criangas, por estarem em processo de desenvolvimento neurologico, s&o
especialmente vulneraveis aos efeitos neurotéxicos do chumbo. A exposicdo a este
metal na infancia compromete, de forma irreversivel, o desenvolvimento do sistema
nervoso: diminuicdo dos niveis de atencdo, concentracdo, memoria e de inteligéncia,
sintomas acompanhados por aumento dos niveis de agressividade e de comportamentos
anti-sociais (COWI 2003; Bechara 2004). Por outro lado, nos idosos, também podem
aparecer casos de intoxicacdo por chumbo. Isto é especialmente valido para pessoas que
tenham estado expostas ao chumbo ao longo da vida, tendo acumulado chumbo nos
0ss0s, 0 qual, cessada a exposicdo, é agora libertado e exerce o0s seus efeitos toxicos
(a denominada exposic¢do enddgena) (SCOEL 2002; ATSDR 2007).

O tipo de alimentacdo e a quantidade de calorias ingeridas sdo factores importantes na
forma como o chumbo é absorvido pelos organismos e neles é distribuido. A quantidade
de alimentos ingeridos (calorias) é especialmente importante nos casos em que 0
chumbo é absorvido por via digestiva. Quando o chumbo é deglutido em jejum é
absorvido em muito maior extensdo do que quando o estdmago esta cheio (Rabinowitz
et al. 1980; Mahaffey 1990); por outro lado, dietas com baixo valores de calcio também
resultam numa maior taxa de absorcdo e, portanto, em maior quantidade de chumbo
depositado tanto em 0ssos como em tecidos moles e em maior risco de efeitos toxicos
exercidos pelo chumbo. A deficiéncia em ferro interfere com a biossintese do heme,
reforcando os efeitos adversos do chumbo. Nesta situacdo a enzima ferroquelatase fica
mais sensivel aos efeitos chumbo (Mahaffey 1990). Outro nutriente importante na
alimentacdo € o zinco, metal essencial a muitas enzimas, que tem um papel protector

dos efeitos do chumbo, uma vez que este ultimo compete com ele por diversos locais de
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ligacdo. A deficiéncia deste metal na dieta ird resultar em efeitos mais acentuados

quando ocorre exposicdo a chumbo (ATSDR 2007).

J& o acetaldeido, que se forma durante o metabolismo do alcool, inibe a actividade da
enzima ALAD. Estudos em animais de laboratério referidos em (ATSDR 2007)
confirmam que a combinacdo de alcool e chumbo apresenta efeitos sinergéticos ao
inibir diversas enzimas, entre as quais a ALAD elevando o nivel de chumbo em
diversos 6rgdos e o valor de protoporfirina-zinco no sangue (PPZ). Individuos
fumadores estdo em maior risco de exposi¢édo pelo facto dos cigarros conterem diversos
metais, entre 0s quais 0 chumbo, mas também cadmio e mercudrio. A co-exposi¢do a
estes metais tambem demonstrou poder ter efeitos sinergéticos de toxicidade (ATSDR
2007).
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3. VIGILANCIA DA SAUDE

Para se obter um melhor conhecimento das condi¢cbes a que estdo expostos o0s
individuos, procede-se a avaliacdo da exposicdo, que consiste na determinagdo e
interpretacdo de pardmetros bioldgicos e/ou ambientais com a finalidade de detectar
atempadamente (e deter) os possiveis riscos para a saude associados a uma exposicdo a
agentes quimicos. Quando essa avaliagdo e feita de forma sistematica, continua e
repetitiva no sentido de estabelecer medidas preventivas e de correc¢do, denomina-se de
vigilancia (Hoet 1996) e envolve duas abordagens complementares: a vigilancia (ou
monitorizacdo) ambiental e a vigilancia (ou monitorizacdo) bioldgica (Prista e Uva
2006).

Na vigilancia ambiental, a avaliacdo do risco para a saude é feita tendo em conta a
medic¢do da substancia no meio externo ao organismo. A partir da colheita de amostras
de ar ambiente (utilizando dispositivos moveis ou estacionarios) e da determinacao da
concentracdo dos agentes quimicos, a avaliagdo do risco é estimada por comparagédo
com valores de referéncia para o contexto ocupacional — os designados valores maximos
8admissiveis (VLE — valores limite de exposicdo; TLV — threshold limit values;
OEL - occupational exposure limits). Estes representam a maior concentracdo de uma
substancia quimica a que a quase totalidade dos trabalhadores pode estar exposta
repetidamente, ao longo do dia normal de trabalho e durante toda a vida profissional,
sem que dai resultem efeitos adversos para a satde. Dentro destes séo considerados dois
parametros: a concentracdo maxima admissivel que se refere ao valor que ndo deve ser
excedido mesmo em curtos periodos de tempo (VLE-CM - concentracdo maxima;
TLV-STEL — short-term exposure level; TLV-C — ceiling); e a concentracdo média
ponderada, correspondente a quantidade referida a 8 horas diarias em 40 horas semanais
(VLE-MP — média ponderada; TLV-TWA — time-weighted average) (Morgan 1997;
Prista e Uva 2006; ACGIH 2008).

A vigilancia biologica, comummente designada de monitorizacdo bioldgica, recorre a
colheita de amostras bioldgicas para o doseamento do proprio Xenobiotico, seus

metabolitos ou outros pardmetros resultantes de efeitos bioquimicos especificos, com
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vista a determinacdo da exposicdo e do risco para a saude dos individuos expostos, por
comparacdo dos resultados com um valor de referéncia em meios bioldgicos — os
chamados indices biologicos de exposicdo (BEI — biological exposure indices;
VLB — valor limite biol6gico). Estes sdo estabelecidos de forma a representar os valores
dos parametros doseados em meios bioldgicos de trabalhadores em boas condigdes
fisicas, ap6s uma exposicao por inalacdo a concentracfes correspondentes ao TLV e
com o objectivo de garantir que a exposi¢do dos trabalhadores (no presente e/ou no
passado recente) ndo acarreta riscos inaceitaveis para a satde dos trabalhadores, a luz
dos conhecimentos disponiveis (Hoet 1996; Prista e Uva 2006; ACGIH 2008).

O termo indicador biologico, ou biomarcador, é usado num contexto muito lato de
forma que abarca uma serie de parametros que reflectem as interac¢des entre 0 agente
toxico e o organismo humano. Aplica-se quer a alteragdes funcionais, bioquimicas ou
fisiologicas, quer a interaccdes moleculares especificas (Herber et al. 2001).
Os biomarcadores constituem uma ferramenta importante para a avaliacdo dos niveis de
exposicdo e para o estabelecimento de valores de referéncia para a mesma, uma vez que
podem ser intermediarios entre a exposicdo e a manifestacdo clinica de doencas. Néao
sdo, por si so, indicadores de uma situacdo de doenca ou de um processo toxico. Na
maioria das situacOes apenas indicam a exposicdo do organismo, constituindo
informacao complementar aos programas de vigilancia da satde (Hoet 1996; IEH 1996;
Juberg 1999).

Séo geralmente classificados em trés categorias: biomarcadores de exposicdo, de efeito
e de susceptibilidade. No entanto algumas das informacgdes obtidas sobrepdem-se,
podendo alguns biomarcadores ter caracteristicas que os colocam em mais do que uma

categoria.

Os biomarcadores de exposicdo (ou de dose interna) sdo usados para determinar se a
quantidade de xenobidtico que penetrou no organismo foi efectivamente absorvida,
podendo ser medido hum compartimento do organismo, pela quantificacdo deste ou dos
seus metabolitos em meios bioldgicos. Nao fornecem, no entanto, informacéo sobre se
essa exposicdo resultou ou ndo na ocorréncia de danos (Manini et al. 2007).

Os biomarcadores de efeito dizem respeito a efeitos subclinicos que ocorrem gquando a
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concentracdo de determinado tdxico atinge certos niveis de concentracdo em O0rgaos ou
tecidos no organismo. S&o alteracdes bioquimicas, fisioldégicas ou outras que ocorreram
no organismo como consequéncia da presenca do xenobi6tico e que podem prenunciar
efeitos prejudicais a salde ou o desencadear de processos de doenca (Manini, et al.
2007). A inibicdo da actividade de determinadas enzimas ou a alteragdo da concentragéo
de determinado agente intermediario em certas vias bioquimicas podem ser
consideradas indicadores de efeito (Sakai 2000). Os biomarcadores de susceptibilidade
séo indicadores da capacidade inerente ou adquirida de um organismo para responder ao
estimulo provocado pela exposicdo a um xenobi6tico especifico. Indicam diferencas
individuais e/ou populacionais pré-existentes e independentes da exposicdo que
modulam a cinética e a dinamica da substancia exogena dentro do organismo. Estas
diferencas sdo predominantemente de origem genética, embora a ocorréncia de
alteracdes fisiologicas, a existéncia de medicacgdo, diferengas nutricionais e de estilo de
vida, assim como a exposicdo a outros agentes ambientais possam ter influéncia na
susceptibilidade individual a um agente externo (IEH 1996; Sakai 2000).
Os polimorfismos genéticos que determinam diferentes actividades enzimaticas e/ou

diferentes capacidade de reparacdo do ADN incluem-se nestes biomarcadores.

A monitorizagdo ambiental e a monitorizacdo biologica sdo ferramentas
complementares ao conhecimento/avaliagdo do risco resultante da exposicdo dos
trabalhadores a agentes quimicos na realidade ocupacional e os resultados devem ser
estudados e avaliados de forma complementar (Manini, et al. 2007). Por outro lado,
quando se trata de proceder a avaliacdo dos riscos para a salde decorrentes da exposicdo
ocupacional, importa ter presente que a monitorizacdo bioldgica apresenta, neste
contexto, algumas vantagens sobre a monitorizacdo ambiental. A monitorizacdo
biologica integra todas as possiveis vias de entrada no organismo (para além da via
respiratoria), eventuais exposicoes fora do contexto estritamente profissional assim
como uma seérie de factores intrinsecos individuais (relacionados com modos de via, de
natureza fisioldgica e comportamentais). Para além disso, os parametros bioldgicos
relacionam-se de forma mais directa com os efeitos adversos para a salde que se
pretende prevenir. Tém, no entanto, algumas limitacdes e, para a sua correcta utilizacdo

e compreensao, e essencial o conhecimento prévio das relacdes dose-efeito e exposicao-
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-resposta do organismo, no que ajuda o conhecimento profundo das cinéticas
toxicoldgicas e dinamicas (toxicocinética e toxicodinamica) (IEH 1996; Lauwerys e
Hoet 2001; Prista e Uva 2006).

A vigilancia da salde baseia-se na avaliacdo e acompanhamento dos estados de salde
dos trabalhadores com o objectivo de identificar sinais precoces de efeitos adversos na
salde dos trabalhadores (Hoet 1996; Lauwerys e Hoet 2001). Os efeitos precoces da
natureza das reac¢des bioquimicas ocorrem num espacgo de tempo préximo da exposicdo
e sdo geralmente reversiveis. A inibicdo de enzimas, por exemplo, ou a alteracdo na
concentracdo de agentes intermediarios de processos bioquimicos, podem ser
considerados indicadores de efeito. A identificacdo de tais efeitos precoces permite
tomar medidas para prevenir o desenvolvimento de estados de saude/doenca
irreversiveis e diagnosticaveis como doencas clinicas (Sakai 2000; Lauwerys e Hoet
2001).

A seleccdo de um biomarcador deve assentar numa série de consideracdes como a
extensdo do conhecimento das relacdes dose-efeito (ou dose-resposta), os niveis de
exposicdo em causa, 0s requisitos analiticos e a estratégia de colheita. De uma forma
geral, o biomarcador ideal deve ser especifico para 0 agente cuja exposicdo estd em
causa e detectavel em pequenas quantidades, de facil colheita, transporte e conservacao
e passivel de determinar por métodos analiticos fiaveis, devendo existir conhecimento
acerca dos valores “normais” na populagdo ndo exposta (Pivetta, et al. 1990; Prista e

Uva 2006; Manini, et al. 2007; Paschal 2007).
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3.1. Indicadores de exposicao a chumbo

Diversos indicadores bioldgicos tém vindo a ser identificados e investigados
relativamente ao valor da sua utilizacdo na avaliagdo da exposicdo profissional ao
chumbo inorgéanico. S&do exemplos de indicadores de dose interna, que evidenciam a
absorcdo de chumbo pelo organismo, as concentragcbes de chumbo no sangue, no
plasma, na urina, no cabelo e no 0sso e a excre¢do de chumbo apds administragdo de um
agente quelante. Quanto a biomarcadores de efeito, que representam efeitos bioldgicos
precoces induzidos pelo chumbo nos érgdos criticos e nos locais alvo, sdo actualmente
utilizados ou alvo de investigacdo a actividade da desidratase do ALA, a concentracao
de ALA na urina, as protoporfirinas eritrocitarias (PPE e PPZ) e a actividade da
Pirimidina 5’-Nucleotidase (P5N). Por fim, a investigacdo cientifica vem procurando
esclarecer o papel que diversas caracteristicas geneticas podem assumir no grau de
susceptibilidade individual aos efeitos do chumbo, sendo actual alvo de interesse a
pesquisa dos polimorfismos dos genes da desidratase do ALA e do receptor da vitamina
D (VDR) (Sakai 2000).

3.2. Biomarcadores de dose interna

3.2.1. Concentragao de chumbo no sangue (plumbémia)

A plumbémia (Pb-S) é o indicador bioldgico de exposicdo mais utilizado na
monitorizacdo biolégica do chumbo e é universalmente aceite como medida da
exposicdo recente a chumbo que permite estimar o risco (IARC 2006a; ACGIH 2008).
A universalidade da sua utilizacdo e referéncia deve-se a sensibilidade analitica do
método e a existéncia de programas crediveis de controlo de qualidade no que respeita
tanto a colheita, como ao manuseamento e analise das amostras (Nieboer e Fletcher
2001).

Os métodos utilizados na determinacdo da plumbémia variaram ao longo do tempo para

corresponderem as necessidades de determinagdo mais exigentes que acompanharam a
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reducdo dos valores de referéncia e, paralelamente, melhorar os limites de detecgéo e
quantificacdo, baixando-os. Inicialmente, a técnica dominante era a espectrometria de
absor¢do atomica (EAA) com atomizacdo em chama. A determinacdo da Pb-S é feita,
actualmente, por EAA com atomizacdo electrotérmica, geralmente denominada por
EAA com camara de grafite, embora haja outras técnicas analiticas disponiveis, como a
espectroscopia de massa com plasma indutivo acoplado, ICP-MS (Bonnefoy et al.
2002). Este ensaio detecta a presenca de chumbo no sangue total, o que inclui o chumbo
associado a proteinas nos eritrocitos e o chumbo livre no plasma (fraccdo plasmatica),
referenciando-se estas concentracbes em microgramas por decilitro de sangue (ug/dL)
ou em micromoles por litro (umol/L). Os valores de Pb-S s&o interpretados como
reflectindo a exposicdo recente ao metal e é geralmente aceite que valores de
plumbémia elevados correspondem a uma exposicado recente mais intensa. No entanto
h& que ter em conta que esses valores podem tambem incluir chumbo libertado dos
tecidos onde esta depositado, representando assim, neste caso, uma exposi¢cdo mais
antiga. Dito de outra forma, a plumbémia reflecte a exposicao das ultimas semanas. Mas
uma Pb-S elevada pode apenas representar uma elevada absorcéo recente sem que Ihe
correspondam elevados niveis de deposito; e uma baixa Pb-S ndo exclui essa
possibilidade (Prista e Uva 2003).

3.2.2. Concentragao de chumbo no plasma

De uma forma geral é mais comum recorrer-se a plasma (soro), em detrimento do
sangue total, para a monitorizacdo de substancias toxicas no organismo. No que diz
respeito ao chumbo, no entanto, as concentragdes plasmaticas sdo tdo baixas que este
parametro é extremamente dificil de medir. De facto, a concentracdo de chumbo no

plasma (Pb-P) equivale apenas a cerca de 1 % da concentracdo no sangue total.

Assume-se que os efeitos do chumbo estdo primeiramente associados aos seus niveis no
plasma uma vez que este constitui a fraccdo sanguinea com maior peso na distribuicao

do chumbo para os 6rgdos alvo (Barbosa, et al. 2005).
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Com efeito, se a determinacdo da plumbémia tem vindo a tornar-se mais complexa com
as crescentes exigéncias analiticas, as exigéncias técnicas que se apresentam para a
determinacdo da Pb-P tornam a medicgao deste parametro muito dificil (Bergdahl 1997).
O controlo de contaminagdo é aqui um aspecto essencial e de maior significado dado
que as concentragdes com que se trabalha s&o reduzidas, exigindo extremo cuidado na
colheita e conservagdo das amostras assim como nos reagentes a usar. Outra grande
desvantagem deste método reside na necessidade de se proceder rapidamente a
separacdo do plasma dos restantes constituintes do sangue para evitar que o chumbo
contido nos eritrocitos passe para o plasma devido a hemolise, factor confundente
importante (Barbosa, et al. 2005). Por todos estes motivos, a determinacdo do Pb-P é
um metodo de muito mais dificil concretizacdo do que a determinacao de Pb-S.

3.2.3. Chumbo excretado na urina (plumburia)

A concentracdo de chumbo excretado na urina (Pb-U) representa a quantidade da por¢éo
plasmatica de chumbo eliminado por filtracdo glomerular (renal) e reflecte a quantidade
recentemente absorvida ou posta em circulacdo por exposicdo enddgena (Barbosa, et al.
2005).

A obtencdo de amostras de urina ¢ um método ndo invasivo 0 que constitui a principal
vantagem da avaliacdo deste parametro. Em contrapartida, amostras pontuais de urina
apresentam grande variabilidade intra-individual nos resultados de concentracdo em
chumbo, uma vez que sdo influenciadas pelo estado da funcdo renal e pela diurese.
Estes factores podem ser corrigidos pelo valor de creatinina e por colheitas de urina de
24h (Marqués 1993) mas apresentam, ainda assim, uma significativa variabilidade de
resultados (Prista 2002).
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3.2.4. Contetido de chumbo 6sseo

Dado que o chumbo acumula maioritariamente no tecido dsseo, a analise do chumbo
nos 0ss0s constitui uma tentativa de determinar a exposic¢ao de um individuo ao chumbo
ao longo do tempo. E, assim, um bom indicador da exposi¢do acumulada. A avaliagio
deste pardmetro por EAA com atomizacdo de chama € eficientemente usada na
determinagdo do chumbo em ossadas, com objectivos de investigacGes de natureza
historica.

Por motivos 6bvios este método ndo pode ser aplicado quando a analise se refere a
individuos vivos, sendo possivel neste caso recorrer a técnicas de fluorescéncia de raios
X (FRX) que se baseiam na propriedade do chumbo de emitir raios X quando sujeito a
fotdes de energia apropriada (Barbosa, et al. 2005; IARC 2006a). E um método néo
invasivo e que mostrou ser eficiente em diversos estudos (IARC 2006a). No entanto, a
aplicacdo de raios X € desaconselhada numa avaliacdo sistematica e periodica, como
aquela que é necessaria para a vigilancia da saude e monitorizacdo dos valores de
chumbo em contexto profissional, ficando o seu interesse reservado para fins de

investigacao cientifica (Prista 2002).

3.2.5. Concentragao de chumbo noutros tecidos

Tém sido estudadas outras formas de proceder a avaliacdo da exposi¢do a chumbo,
numa tentativa de encontrar métodos menos invasivos que a plumbémia, mas
igualmente eficientes e sem inconvenientes de aplicacdo para a saude. O cabelo tem a
vantagem de ser de colheita facil e ndo invasiva e de ser facil o seu transporte e
conservacdo. A dificuldade estd em garantir que o chumbo depositado externamente nos
fios do cabelo ndo seja avaliado como concentracdo enddgena. Isso requer a aplicacdao
prévia de métodos eficientes de lavagem que garantam que esse contetdo em chumbo é
totalmente removido, requisito praticamente impossivel de assegurar. A utilizacdo de
unhas apresenta as mesmas vantagens e inconvenientes referidos para a colheita de

cabelo. Na tentativa de evitar a contribuicdo de contaminacdo externa podem utilizar-se
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unhas dos pés, com a vantagem acrescida destas unhas crescerem a uma taxa mais baixa
que as unhas das maos, tendo sido levantada a hipOtese de constituirem material de
maior significado para a avaliagdo cumulativa (Barbosa, et al. 2005). Os estudos
desenvolvidos até agora com cabelo e unhas apresentam, contudo, grande variabilidade,
pelo que se conclui ndo constituirem indicadores fidedignos de exposi¢do ao chumbo
(Prista 2002; Barbosa, et al. 2005; IARC 2006a).

3.3. Biomarcadores de efeito

3.3.1. Actividade eritrocitaria da ALAD

A inibicdo da actividade da ALAD eritrocitaria pode constituir um indicador da
exposicdo ao chumbo (Wetmur et al. 1991; Onalaja e Claudio 2000; Tandon et al.
2001). Os métodos de determinacdo da actividade da ALAD (colorimétrico ou
cromatografia liquida) tém por base a quantidade de porfobilinogénio (PBG) formado,
produto da reaccdo catalisada por esta enzima. No método colorimétrico procede-se ao
doseamento do complexo formado entre o PBG e o reagente de Erlich. No método de
cromatografia liquida (HPLC) procede-se a quantificacdo directa do PBG formado
(IARC 2006a).

A inibicdo da enzima ocorre rapidamente e de forma acentuada a valores de plumbémia
entre 5 pug/dL e 50 pg/dL (Sakai 2000), tornando-se menos evidente a valores mais
elevados. E, como tal, considerado o pardmetro bioquimico mais sensivel a valores

baixos de exposicdo ao chumbo (Herber e Sallé 1978).

Vaérios autores referem ter encontrado uma associacdo negativa entre a actividade da
enzima e 0 aumento dos valores de Pb-S (Campagna, et al. 1999; Duydu, et al. 2001;
Tandon, et al. 2001; Gurer-Orhan et al. 2004; Ademuyiwa et al. 2005). No entanto, a
utilizacdo deste parametro como indicador da exposicdo ao chumbo apresenta algumas
dificuldades, designadamente a complexidade do ensaio em si e a instabilidade da

actividade da enzima durante a conservagao da amostra prévia a analise. Paralelamente
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é importante o conhecimento prévio da actividade enzimética base de cada individuo
para se poder concluir se houve decréscimo na sua actividade. Sakai (2000) propde
solucionar este problema através da determinacdo da diferenca na actividade enzimatica
apos restauracdo desta por aquecimento ou adicdo a amostra de compostos ricos em
grupos —SH ou em ides zinco, estando a extensdo da recuperacdo de actividade

enzimatica relacionada com a Pb-S.

3.3.2. Protoporfirina eritrocitaria (livre ou ligada ao zinco)

A inibicdo do ultimo passo da biossintese do heme (a incorporacdo do ido ferro na
protoporfirina IX (PP-1X), catalisada pela ferroquelatase) é tambem afectada pela
presenca de chumbo e resulta na acumula¢do no sangue de PP-IX livre ou complexada
com zinco (PPZ), constituindo um bom indicador da presenca de chumbo (Onalaja e
Claudio 2000).

A determinacdo da PPZ e da PP-IX pode ser feita em laboratério por
espectrofluorimetria, nomeadamente em HPLC. Mas a grande vantagem da
determinacdo da PPZ é poder ser feita no local, com recurso a um método rapido, de
facil execucdo e de baixo custo. A utilizacdo de um hematofluorimetro portatil, que
mede a razdo entre a fluorescéncia da PPZ e a quantidade de luz absorvida pela
oxihemoglobina, requer apenas a colheita de algumas gotas de sangue capilar (obtido
geralmente por puncao no dedo apds limpeza) e fornece resultados que se correlacionam
com os determinados laboratorialmente (Roh et al. 2000; Prista et al. 2002).
A determinacdo no local dd uma nogdo rapida das condi¢cdes de exposicdo individual a
chumbo nos Gltimos meses (o tempo de formacéo dos eritrocitos), com grande utilidade
para despistar exposicOes elevadas a chumbo. Diversos autores referem ter encontrado
uma relacdo positiva entre valores de PPZ e de Pb-S embora os valores de PPZ
apresentem variacdes interindividuais mais acentuadas, sejam afectados em situac@es de
anemia hemolitica e ndo apresentarem aumento quando a Pb-S é inferior a 30 pg/dL
(Roh, et al. 2000; Cheymol et al. 2001; Prista et al. 2004).
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3.3.2. Determinacgado urinaria de ALA (ALA-U) e coproporfirina III (COPRO-U)

A acumulacdo de ALA em consequéncia da diminuicdo da actividade da enzima ALAD
determina (por mecanismos de feed-back negativo) a estimulagdo da enzima ALAS,
intensificando a consequente acumulacdo de ALA no plasma e favorecendo o aumento
da sua expressdo na urina (Onalaja e Claudio 2000). O coproporfirinogénio | e Il sdo
intermediarios metabdlicos da biossintese do heme que facilmente sdo oxidados a
coproporfirinas (respectivamente | e 111). O isomero COPRO 11 é excretado em excesso

a partir de duas semanas ap06s o inicio da exposi¢do (Sakai 2000).

A ALA-U apresenta uma relacdo curvilinea com a Pb-S. Embora a ALA-U comece a
relacionar-se com a plumbémia acima de 20 pg/dL de sangue, essa relacdo s6 comeca a
ser bem distinta a partir de valores de plumbémia superiores a 40 pg/dL (Makino et al.
2000; Prista et al. 2003). A mesma questdo surge em relacdo a COPRO-U e embora a
excregdo de COPRO-U se relacione positivamente com os valores de Pb-S e ALA-U,
estes s6 aumentam significativamente quando os valores de Pb-S ultrapassam 0s
70-80 pg/dL (Sakai 2000).

A excrecdo urinaria € influenciada pelos ritmos bioldgicos do organismo, pelo que a
concentracdo de compostos na urina ndo € uniforme ao longo do dia (Prista, et al.
2003). Assim, da mesma forma que para o doseamento do Pb-U, é necessario proceder a
correccdo com a concentracdo urinaria de creatinina. Prista e col. (2003) concluiram
que, pelo menos no caso da ALA-U, é aconselhavel recorrer a colheitas de 24h,

procedimento com pouca adequabilidade pratica para avaliacdes de rotina.

3.3.4. Actividade da Pirimidina 5’-Nucleotidase (P5N)

O interesse da utilizagdo da actividade enzimatica da pirimidina 5’-nucleotidase (P5N)
como indicador biolégico da exposicdo ao chumbo surgiu do reconhecimento de que
esta enzima é inibida a concentracdes de chumbo muito baixas (Sakai, et al. 1988;
Marqués 1993). A enzima P5N catalisa a hidrélise de nucleétidos pirimidinicos,

facilitando a libertacdo de fosforo inorganico. Os ensaios de doseamento recorrem a
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determinacdo da quantidade de fosfato inorganico ou de nucledtidos pirimidinicos.
O primeiro tem por base um método colorimétrico que exige tratamentos previos da
amostra complexos e demorados pelo que ndo serve para ser usado como ensaio de
rotina. O segundo constitui um método muito mais simples e menos moroso, logo mais
exequivel, mas requer a utilizacdo de um nucle6tido marcado radioactivamente o que

faz com que ndo seja préatica laboratorial comum (Sakai 2000).

3.4. Biomarcadores de susceptibilidade

3.4.1. Polimorfismos genéticos (biomarcadores de susceptibilidade)

Os biomarcadores de susceptibilidade séo indicadores da capacidade inerente ou
adquirida de um organismo para responder ao estimulo provocado pela exposi¢do a um
xenobiotico especifico. Indicam diferencas individuais e/ou populacionais pré-existentes
e independentes da exposicdo. Estas diferencas sdo predominantemente de origem
genética embora a ocorréncia de alteracdes fisiologicas, a existéncia de medicacédo e a
exposicdo a outros agentes ambientais possam ter influéncia na susceptibilidade

individual a um agente externo (IEH 1996).

Os genes polimdrficos mais conhecidos e estudados por terem influéncia na
bioacumulacgéo, toxicocinética e toxicodindmica do chumbo nos organismos humanos
encontram-se nos genes da ALAD, do VDR e da hemocromatose (Onalaja e Claudio
2000; Kelada, et al. 2001; Chuang et al. 2004; IARC 2006a).

3.4.1.1. Polimorfismos do gene ALAD

A influéncia do polimorfismo do gene que codifica a enzima ALAD no efeito do
chumbo sobre a biossintese do grupo heme tem sido consensualmente referida quando

se fala da exposicdo a chumbo e de susceptibilidade genética. Tanto mais quando se
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sabe que esta enzima catalisa um passo fundamental da biossintese do heme e que
qualquer alteracédo a sua eficiéncia se reflecte na producdo de hemoglobina.

Esse gene esta localizado no cromossoma 934 e apresenta duas formas polimaérficas ou
alelos codominantes: ALAD1 e ALAD?2. As diferentes combinac6es dos dois alelos dao
origem a trés fenotipos ou isoenzimas: ALAD1-1, ALAD2-2 e ALAD1-2. O
polimorfismo (G177C) ocorre por transversio de uma guanina para citosina no
nucledtido 177 da regido codificante, resultando na substituicdo de uma lisina por uma
asparagina na posicao 59 da proteina (Wetmur, et al. 1991; Kelada, et al. 2001). Esta
simples substituicdo altera a carga eléctrica molecular e as diferentes combinacoes
alélicas resultam em proteinas com cargas diferentes, sendo mais electronegativa a
proteina ALAD2-2, seguida da ALAD1-2 e, finalmente, da ALAD1-1 que apresenta
menor carga negativa (Sakai 2000 Onalaja, 2000, 290; Kelada, et al. 2001).

Diversos autores tém obtido resultados que indiciam que este polimorfismo esteja
relacionado com o efeito do chumbo na biossintese do heme e, logo, com a
concentracdo de chumbo no sangue. Os dados apontam para gque, perante uma mesma
exposicdo a chumbo, individuos portadores do alelo ALAD2 (homozigoticos ou
heterozigoticos) apresentem concentracGes mais elevadas de chumbo no sangue do que
individuos ALAD1 (Wetmur, et al. 1991; Onalaja e Claudio 2000; Sakai et al. 2000).
Estes no entanto manifestam mais efeitos a outros niveis, como por exemplo, no SNC e
no sistema hematopoiético (Onalaja e Claudio 2000). A explicacdo pode estar na
caracteristica de maior electronegatividade do alelo ALAD2, que confere a enzima
ALAD maior afinidade para o chumbo, ficando este metal menos disponivel para ser
distribuido para outros 6rgdos, uma vez que se mantém complexado com a proteina. Isto
pode significar que a presenca do alelo ALAD2 confere um efeito protector para os
outros érgaos e sistemas (Onalaja e Claudio 2000; Kelada, et al. 2001). H& no entanto
outros estudos que ndo encontraram uma associacdo significativa entre a concentracédo
de chumbo no sangue e o genotipo desta enzima (Smith et al. 1995; Bergdahl et al.
1997; Alexander et al. 1998a; Siizen et al. 2003) e Schwartz J. 1995 e Schwartz e col.
1997, citados por ATSDR (2007).
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Numa revisdo de 2001 (Kelada, et al. 2001), os autores concluiram que, dependendo das
populacdes, a prevaléncia do alelo ALAD2 varia entre 0 e 20 %. De acordo com a
mesma revisdo, cerca de 80 % da populacdo caucasiana apresenta o fendtipo ALAD1-1,
19 % o fendtipo ALAD1-2 e apenas 1 % da populagdo o fenétipo ALAD2-2 ao que
correspondem frequéncias genéticas de 0,9 e 0,1 para os alelos ALAD1 e ALAD?2
(Bergdahl 1997). Noutras populagdes, como a africana e a asiatica, a frequéncia do alelo
ALAD?2 é mais baixa e raramente se encontram homozigéticos para esse alelo. Kelada e
col. apresentam os resultados obtidos por Amorim e col. num estudo realizado na
populacdo portuguesa, nomeadamente, frequéncias de 0,827, 0,165 e 0,008 para 0s
gendtipos ALAD1-1, ALAD1-2 e ALAD2-2, respectivamente (Amorim et al. 1994;
Kelada, et al. 2001).

3.4.1.2. Polimorfismos do gene VDR

O gene do receptor da vitamina D (VDR), localizado no cromossoma 12cen-ql2
(Zmuda et al. 2000), esta envolvido na absorcdo do calcio do intestino. A vitamina D
liga-se ao VDR no ndcleo das celulas intestinais, rins e 0sso, activando assim genes que
codificam para proteinas que ligam ao calcio. Estas proteinas estdo envolvidas no
transporte de calcio ao regularem a producdo de proteinas que ligam ao calcio. De
acordo com Onalaja e Claudio (2000) o gene do VDR é responsavel por cerca de 75 %
da carga genética com influéncia na densidade 6ssea (ATSDR 2007). A sua activagdo
resulta na elevacdo da taxa de absorcdo de calcio e, consequentemente, de chumbo, se
estiver presente, uma vez que este compete para 0s mesmos locais de ligacdo. Este
processo parece ser especialmente importante quando os valores de chumbo sao
elevados tendo sido colocada a hipotese de que um polimorfismo neste gene pode ter
influéncia na acumulacdo de chumbo nos 0ssos. Ou seja o célcio e o chumbo seriam
transportados simultaneamente através do intestino para a circulacdo sanguinea e,
seguidamente, distribuidos conjuntamente para os tecidos ricos em calcio. Este gene
apresenta diversas formas polimérficas no organismo humano que resultam do corte do
ADN com 3 enzimas de restricdo diferentes: Tagl, Fokl e Bsml (Lidsky e Scheider
2003).
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O polimorfismo definido pela enzima Bsml (localizado no intrdo que separa 0s exdes
VIl e IX (Zmuda, et al. 2000)) d& origem a dois alelos (b na presenca, ou B, na
auséncia do local de restricdo) que se traduzem em trés isoenzimas: B-B, b-b e B-b.
A hipotese € de que a toxicidade do chumbo possa ser modificada por polimorfismos
deste tipo neste gene, em que o alelo B esteja associado a um receptor menos funcional,
afectando de forma negativa a absorcéo do célcio e a sua distribuicdo no organismo e
resultando numa menor densidade 6ssea (Zmuda, et al. 2000). Os resultados obtidos por
diversos grupos tém originado resultados controversos mas ha estudos que apontam
para que individuos portadores do alelo B apresentem maiores concentracdes de
chumbo quelatavel assim como niveis mais elevados de chumbo no sangue e nos 0ssos
(Schwartz et al. 2000a e Schwartz 2000b citados por ATSDR (2007). Chuang e col.
(Chuang, et al. 2004), pelo contrario, ndo concluiram haver evidéncia de risco
aumentado da susceptibilidade a toxicidade do chumbo. No entanto apenas 0,4 % do
grupo estudado tinha o gendtipo BB.

De acordo com Kamel e col. (2003) o gendtipo homozigético BB encontra-se em cerca
de 10 a 20 % da populacdo caucasiana. Numa meta-analise em que foram comparados
os resultados obtidos em 29 estudos, as frequéncias encontradas para o genotipo BB
foram de 17,2, 4,9, e 2,3 % para as populagbes caucasiana, africana e asiatica,

respectivamente (Cooper e Umbach 1996).

3.4.1.3. Polimorfismos do gene da Hemocromatose

O organismo humano obtém ferro elementar através da dieta sendo variaveis as
quantidades ingeridas. Hash (Hash 2001) estima, por exemplo, que oS americanos
ingiram entre 15 e 20 g de ferro diariamente. Mas independentemente da quantidade de
ferro proveniente da dieta, o organismo apenas absorve entre 1 e 2 g diarios (no
intestino) e perde aproximadamente a mesma quantidade, no suor e no sangue
menstrual, por exemplo (Hash 2001). Desta forma, e uma vez que o organismo humano
ndo possui mecanismos fisiolégicos para regular a quantidade de ferro excretado, o

equilibrio do teor em ferro é mantido por controlo dos mecanismos de absorcdo no
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intestino onde a transferrina (proteina plasmética que transporta o ferro) e os seus
receptores no intestino formam um complexo estavel e modulam o transporte de ferro
(Hash 2001). A proteina HFE (codificada pelo gene HFE localizado no cromossoma 6)
actua como o principal regulador da absor¢cdo de ferro ao formar um complexo
transmembranar com o receptor da transferrina, reduzindo a afinidade deste para a
transferrina (Hash 2001; Ponka 2002).

Duas mutacBes especificas no gene HFE resultam na producdo de proteina HFE
disfuncional e ddo origem a taxas excessivas de absorcdo intestinal de ferro, com
consequente depdsito em 6rgaos internos (sobretudo no figado) resultando em lesGes e
comprometimento funcional patologicos, disturbio que se denomina de hemocromatose
(Onalaja e Claudio 2000; Beutler et al. 2003). A mais frequente (C282Y) aparece como
consequéncia de uma mutacdo na posicdo 282 em que uma cisteina é substituida por
uma tirosina e tem como resultado a producdo de uma proteina HFE incapaz de se ligar
a globulina membranar. A outra mutacdo (H63D) ocorre na posicdo 63 em que, por
substituicdo de uma histidina por um aspartato, a proteina resultante, embora mantenha
a capacidade de se ligar ao receptor da transferrina, ndo consegue impedir que ocorra
simultaneamente a ligacdo a transferrina (Hash 2001). Na populacdo americana essas
frequéncias sdo da ordem dos 7-17 % para a variante C282Y e 10-32 % para a variante
H63D (Hash 2001; Wright et al. 2004).

Dois factos contribuiram para a hipdtese de estas variantes genéticas serem relevantes
para a toxicodindmica do chumbo: a elevada frequéncia na populacdo geral de
individuos heterozigoticos, com um dos alelos mutados C282Y ou H63D e a existéncia

de associacdo entre absorcédo de ferro e de chumbo (Wright, et al. 2004).

Resultados obtidos neste tipo de estudos indicam que individuos com uma das variantes
C282Y ou H63D no gene HFE acumulam mais chumbo do que individuos que nao os
possuem (Wright, et al. 2004; Hopkins et al. 2008). De acordo com Hopkins e col. este
efeito € mais acentuado na presenca da variante P570S do gene da transferrina
(Hopkins, et al. 2008).
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3.5. Valores de Referéncia

Ao longo das Gltimas décadas tém sido desenvolvidos vérios estudos no sentido de
determinar um limite de seguranca maximo de chumbo presente no ar e no sangue, tanto

em individuos expostos ocupacionalmente como ndo expostos.

A American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) publica todos
0s anos um conjunto de valores de referéncia (TLV e BEI). A maioria dos valores de
BEI é definida por relacdo directa com o valor de TLV. Representam o valor de dose
interna que corresponde a inalagdo de uma concentragdo correspondente ao TLV. Mas
h& excepcdes a este critério e o valor indicado para Pb-S é uma delas. No caso da
exposicdo a chumbo, os especialistas da ACGIH entenderam haver informagao
documentada suficiente para estabelecer o valor de BEI para o Pb-S com base directa
em estudos epidemiologicos que demonstraram a associacao desses valores aos efeitos
na saude. Esse valor ndo tem, portanto, relacdo directa com o valor indicado como TLV
(Morgan 1997). O valor de BEI ou VLB (Valor Limite Biologico) actualmente indicado
é de 30 pg/dL, desde que foi adoptado em 1987, e o TLV é 50 pg/m® pela ACGIH
(Morgan 1997; SCOEL 2002; ACGIH 2008).

Em Portugal, a legislacdo em vigor para a proteccdo dos trabalhadores contra 0s riscos
da exposicdo ao chumbo e aos seus compostos ionicos nos locais de trabalho data de
1989. E o Decreto-Lei n.° 274/89 de 21 de Agosto que transpde para o direito interno a
Directiva do Conselho n°82/605/CEE de 28 de Julho de 1982. O VLE-MP estabelecido
para 0 chumbo é de 150 pug/m®. De acordo com esta lei a monitorizagdo biolégica dos
trabalhadores deve compreender a determinacdo da plumbémia (Pb-S) por
espectrometria de absorcdo atdmica. Pode também conter a medi¢do de um ou de varios
dos seguintes indicadores bioldgicos: protoporfirina de zinco no sangue (PPZ) por
hematofluorimetria, do acido 6-aminolevulinico na urina (ALA-U) por método Davis, e
da desidratase do acido -aminolevulinico no san gue (ALAD) pelo método padréo
europeu (ou métodos equivalentes). Assim, o VLB para a plumbémia é de 70ug/dL de
sangue (para pessoas expostas a este metal em actividades profissionais). Salvaguarda

no entanto algumas excepcoes a esse valor, nomeadamente que a Pb-S pode ultrapassar
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as 70 ug/dL, até um méximo de 80 ug/dL, desde que sejam avaliados e cumpridos 0s
valores indicados para outros parametros de indicadores bioldgicos: ALA-U inferior a
20 mg/g de creatinina; ou PPZ inferior a 20 mg/g de hemoglobina’; ou actividade da

ALAD superior a 6 unidades europeias (UE).

Este Decreto-Lei prevé que a vigilancia bioldgica seja feita com base em valores de
ALA-U apenas quando o trabalhador tenha estado sujeito a exposi¢do elevada num
periodo de tempo inferior a um més. Neste caso 0 VLB de ALA-U a ser considerado é

de 20 mg/g de creatinina.

Em Setembro de 2000 a SCOEL-EU (Scientific Committee for Occupational Exposure
Limits — Unido Europeia) publicou recomendagfes no sentido de baixar o limite de
exposicdo aplicavel a toda a Unido Europeia para 30 pg/dl para todos os trabalhadores
expostos (SCOEL 2002).

" Neste ponto o DL n.° 274/89 apresenta uma incorrecgdo: as unidades referidas para PPZ sio mg/g de
creatinina, embora na Directiva do Conselho n°82/605/CEE as unidades sejam mg/g hemoglobina.
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II. ESTUDO PRESENTE

1. OBJECTIVO DO ESTUDO

Com este estudo pretendeu-se contribuir para o conhecimento da toxicidade do chumbo,
nomeadamente a nivel de dano genético com recurso aos testes do cometa e de mutagdo
do receptor de linfocitos T (TCR) em leucdécitos de sangue periférico, cruzando esses
danos com uma gama de valores de plumbémia, desde os valores encontrados na
populacdo geral até aos encontrados em trabalhadores em industrias em que se utiliza
chumbo.

Adicionalmente procurou-se caracterizar os valores de plumbémia que se encontram na
populacdo portuguesa de industrias onde actualmente se utiliza chumbo inorganico em
Portugal e caracterizar a resposta da actividade da enzima ALAD e da PPZ nos valores
de plumbémia encontrados e avaliar a possivel influéncia dos diferentes polimorfismos
genéticos da ALAD e da VDR na toxicidade do chumbo, nomeadamente a nivel de

genotoxicidade.

Para alcancar os objectivos propostos foi definido efectuar o doseamento analitico, em

cada individuo estudado, dos seguintes parametros e testes:

— Plumbémia (Pb-S);

— Protoporfirina-zinco (PPZ) no sangue;

— Actividade sanguinea da enzima desidratase do acido 6-aminolevulinico (ALAD);
— Teste do cometa (single cell gel electrophoresis);

— Ensaio de mutacdo no receptor do antigénio de linfécitos T (TCR-mf):

— Polimorfismos genéticos ALAD e VDR.
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2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1. Amostra de Estudo

No planeamento do estudo foi previsto considerar como amostra alvo dois grupos de
trabalhadores: o primeiro, com exposicdo profissional a chumbo inorganico e sem
exposicdo profissional a outros agentes carcinogénicos®; o segundo, constituido por

individuos sem exposicdo ocupacional a chumbo, servindo como grupo de controlo.

Através da Escola Nacional de Satde Publica (ENSP) da UNL e dos seus contactos com
0s servigos de Medicina do Trabalho, foi obtida a colaboracdo de duas Empresas na area
de Lisboa, em cuja producdo se utiliza chumbo (uma industria quimica e outra de

producédo de acumuladores de chumbo &cido), bem como dos respectivos trabalhadores.

Como grupo de trabalhadores ndo expostos profissionalmente recorreu-se a participagdo
voluntéria de individuos a laborar na mesma area geografica mas em empresas e em
funcbes que ndo implicassem exposicdo ocupacional a chumbo, com base em

informacao dos respectivos servi¢os de Medicina do Trabalho.

No final o conjunto de individuos alvo do estudo ficou constituido por 186
trabalhadores, todos do sexo masculino, 148 dos quais desenvolvendo as suas

actividades profissionais com exposicado a chumbo.

Né&o foi possivel alargar o grupo de trabalhadores ndo expostos (N = 38) por razbes que
se prendem com as Obvias dificuldades de encontrar voluntarios nessas condicdes e
também tendo em conta limitacGes de tempo e recursos. Assim, foi abandonada a
perspectiva inicial de desenvolver um estudo de caso-controlo. Os trabalhadores nao

expostos integram a andlise estatistica como um dos grupos de analise.

# Informac#o a obter junto dos servicos de Medicina de Trabalho.
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Os critérios de inclusdo para todos o0s participantes consistiram em ndo ter
(conhecimento da existéncia de) doengas crénicas como cancro, nao ter sido exposto a
raios X nos 12 meses anteriores a colheita e ndo estar regularmente exposto a (outros)
agentes genotdxicos. Isto foi assegurado com recurso a um pequeno questionario ad hoc
aplicado pela propria investigadora (anexo A).

O trabalho foi realizado em laboratérios do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo
Jorge, por ser a instituicdo proponente do projecto a FCT, financiadora, (PDCT/SAU-
-OBS/59821/2004) e por a investigadora ser bolseira dessa instituicao.

O estudo foi submetido & Comisséo de Etica do Instituto Nacional de Satde Dr. Ricardo
Jorge e desenvolvido de acordo com a Declaracdo de Helsinquia de 1975 revista em
1989, tendo todos os participantes dado o seu consentimento informado.

2.2. Colheita de Amostras Biologicas

As colheitas de amostras bioldgicas foram efectuadas entre Julho de 2006 e Marc¢o de
2007, de acordo com o calendario de colheitas estabelecido pelos Servi¢os de Medicina

do Trabalho das duas empresas em causa.

No momento da colheita das amostras bioldgicas (8—10 participantes por dia de
colheita) foi explicado o ambito e objectivo do estudo, obtido o seu consentimento
informado. Foi-lhes pedido que respondessem ao inquérito atras referido — informac6es
sobre caracteristicas demograficas (idade, sexo), estilos de vida (em especial habitos
tabagicos), histéria clinica (exposi¢do a raios X, vacinacdo, medicacdo) e histéria de
exposicdo ocupacional (anos de exposicdo, existéncia de exposicdo potencial a outras

substancias reconhecidamente carcinogénicas).

A cada participante foi colhida uma amostra de sangue em tubos de EDTA e heparina
sodica — NaHep (num total de cerca de 25 mL). Todas as amostras foram codificadas no

local de colheita e transportadas para o laboratério, a 4°C, onde foram separadas em
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aliquotas para utilizacdo imediata ou armazenamento a —20°C ou —70°C até ao momento

da analise.

Nas horas que se seguiram a colheita a amostra de sangue colhida foi manipulada e/ou
repartida em quantidades dptimas para permitir que todas as técnicas fossem realizadas.
Foi efectuada a separacdo de aliquotas de sangue em tubos com heparina, para
determinacdo da actividade da enzima ALAD e analise do hematdcrito; e tubos com
EDTA, para doseamento de chumbo no sangue, isolamento de leucécitos em gradiente

de Ficoll e condicionamento em frio.

2.3. Ensaios Analiticos

2.3.1. Doseamento de chumbo no sangue por espectrofotometria de absorc¢ao

atOmica electrotérmica — EAA

Uma aliquota de sangue total é diluida com um tensioactivo para facilitar a sua
hemolise. A quantificacdo do chumbo presente efectua-se por espectrofotometria de
absorcdo atOmica a 283,3 nm, utilizando cdmara de grafite com plataforma de L’vov e
modificador de matriz. Um volume conhecido de amostra € injectado num tubo de
grafite que é sujeito a um programa de temperaturas constituido por diversas etapas
sequenciais. Na primeira etapa, secagem, uma baixa corrente eléctrica aquece o tubo e 0
solvente da amostra € volatilizado. Na segunda etapa, pirolise, ocorre a destruicdo da
matéria organica e volatilizacdo dos outros componentes da matriz, a uma temperatura
intermédia. Na terceira etapa, atomizacdo, uma elevada corrente aquece o tubo até a
incandescéncia, em atmosfera inerte, convertendo o elemento a determinar em vapor
atbmico no estado fundamental, havendo absorcdo de radiacdo monocromatica
proveniente de uma fonte caracteristica (ldmpada de catodo oco). Um detector
fotoeléctrico mede a intensidade da radiacdo transmitida, que € inversamente
proporcional a quantidade de atomos existentes no percurso Optico. Apos a atomizacao,
0 tubo de grafite é aquecido a uma temperatura superior a etapa anterior de modo a

remover possiveis residuos da amostra no interior do tubo (limpeza). Finalmente, o tubo

Exposicdo profissional ao Chumbo: Analise da inducio de efeitos genotoxicos

96



II. ESTUDO PRESENTE
2. Procedimento Experimental

de grafite arrefece automaticamente até proximo da temperatura ambiente.
As temperaturas e 0s tempos correspondentes as diferentes etapas de aquecimento do
tubo dependem do elemento a dosear e do tipo de matriz da amostra.

A concentracdo do elemento na amostra (chumbo) é determinada relativamente a uma
curva de calibragdo preparada com padrdes aquosos e é obtida por interpolagdo na curva

de calibragdo em pg/dL.

O método utilizado baseia-se nas condi¢des aconselhadas pelo fornecedor do
equipamento (UNICAM 1991) e nas condigdes utilizadas por (Parsons et al. 2001) com
limite de detecgéo de 0,93 pg/dL. As leituras foram feitas a 283,3 nm com correcgéo de
background — Zeeman. A analise efectuou-se com um programa de cinco fases com

temperaturas e tempos de acordo coma TABELA 4.

TABELA 4 — Programa de forno utilizado no método de analise em EAA.

Fase Tem?: é;‘tu ra Tempo (s) T:?/Z; Gas
1 90 10 5
2 110 20 5 c
3 850 20 50 &
4 1900 3 off <
5 2500 3 off

Os padrdes para a curva de calibracdo sdo preparados a cada sessdao de trabalho com 5
padrdes (50, 100, 150, 200 e 250 ug/dL) — padrdes preparados a partir de uma solucao
stock comercial de chumbo de 1000 pg/mL em solugdo de &cido nitrico a 0,1 %. 100 pL

de cada um destes padrdes sdo diluidos em 900 uL de uma solugdo modificadora de
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matriz® (SMM) para leitura no equipamento de EAA. O branco de calibragdo contém
apenas SMM. As amostras (sangue total colhido para tubo com K,EDTA) séo diluidas
da mesma forma (100 uL de amostra em 900 uL de SMM). Padrdes e amostras séo
colocados no amostrador automatico sendo utilizados 10 uL de cada que séo injectados

no tubo de grafite.

2.3.2. Doseamento da Protoporfirina-zinco (PPZ)

O doseamento da PPZ ¢ um método fluorimétrico de leitura directa que usa sangue total
como matriz de analise. A determinacdo da PPZ ¢é feita por meio de um
hematofluorimetro portatil que contém uma lampada de halogéneo cuja luz produz um
feixe de comprimento de onda de 415 nm. A excitacdo da PPZ por sua vez origina um
feixe de 595 nm que é traduzido pelo equipamento em pumol PPZ/mol de heme.
O resultado também pode ser apresentado pelo aparelho em pg/dL (ug de PPZ por dL

de sangue).

O doseamento da protoporfirina-zinco foi feito como descrito e validado por Prista e
col. (2002). O sangue capilar foi colhido por puncéo da extremidade do 4° dedo da méao
direita (cerca de 75 pL) em tubo de hematdcrito heparinizado e vertido para tubo de
ensaio, onde foram adicionadas duas gotas de reagente préprio fornecido pelo
fabricante. Apos ligeira agitacdo do tubo (para homogeneizacdo da mistura), o sangue
foi colocado em lamela de vidro e esta introduzida no aparelho (através do porta-
-laminas), procedendo-se a leitura no monitor de visualizacdo do equipamento. Antes de
cada leitura de amostra, cada lamela foi sujeita a leitura sem gota de sangue, sendo
rejeitadas aquelas que revelaram leituras superiores a 3 (referéncia que foi adoptada por

ser o limite de variacdo aceite pelas instru¢6es do fabricante). O valor de PPZ assumido

® SMM: 0,2 % (m/v) dihidrogenofosfato de aménia ((NH4)H,PO,), 0,1 % (v/v) de HNO; e 0,5 % viv
Triton X-100 a 0,1 % (v/v)(UNICAM 1991).
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no final de cada leitura foi o da leitura registada subtraida do valor de leitura da
respectiva lamela. O equipamento permite a escolha de calibracdo para um de dois
valores fixos de hematdcrito (35 % e 42 %) e foi escolhido o Ultimo por se constatar
(por leitura aleatoria de resultados analiticos) ser mais aproximado dos valores habituais
em grupos de trabalhadores considerados saudéveis. Os valores de PPZ dados pelo
hematofluorimetro foram, posteriormente, corrigidos em funcdo do hematdcrito real,
segundo a formula: valor da leitura x (hematdcrito real/42). Em cada sessao de colheitas
efectuou-se calibracdo prévia do hematofluorimetro consoante as instrucGes do
fabricante, com dois padrdes (alto e baixo) por este fornecidos. O mesmo procedimento
foi repetido sensivelmente a meio e no final de cada sessdo. O resultado é apresentado

em ug PPZ/dL sangue.

2.3.3. Determinagdo da actividade da enzima desidratase do 4&cido

d-aminolevulinico (actALAD)

O principio do método adoptado para a determinacdo da actividade da desidratase do
acido 6-aminolevulinico baseia-se no conhecimento de que a presenca de chumbo no
organismo humano inibe a actividade da enzima desidratase do acido 6-aminolevulinico
(ALAD) nos eritrocitos. Procede-se a incubacdo da enzima com um excesso de
substrato de acido &-aminolevulinico (ALA). O porfobilinogéneo (PBG) formado é
misturado com o reagente de Ehrlich modificado e a cor obtida é medida com auxilio
dum fotémetro contra um fundo branco. A quantidade de porfobilinogéneo produzido é
indicativa da actividade da ALAD. O porfobilinogéneo ¢ particularmente sensivel a luz
pelo que a analise deve ser completamente realizada ao abrigo da luz solar directa.
O produto da reaccdo forma-se em quantidade directamente proporcional a actividade
da enzima, a qual é revelada mediante a reaccdo de Ehrlich e determinada
quantitativamente por espectrofotometria a 553 nm. A leitura é feita contra um branco

de reagente.

A actividade da enzima ALAD foi determinada pelo método europeu padronizado,

executando-se a técnica descrita por Berlin e Schaller em 1974, citado por Gurer-Orhan
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e col. (2004) Duydu e col. (2001), Cordeiro e col. (1996) e Herber e Sallé (1978), e é
expressa em unidades (U/ml, que corresponde a nmolALA/min/mL eritrécitos).

2.3.4. Teste do Cometa ou Electroforese em microgel (SCGE)

A electroforese em microgel é uma técnica rapida, sensivel e fiavel que permite detectar
e quantificar danos no ADN de células individuais. A técnica mais utilizada nos dias de
hoje € a que foi desenvolvida por Singh e col. (1988), a partir do procedimento de
Ostling e Johenson (1984), em que a electroforese é realizada a pH alcalino (>13), o que
facilita a desnaturacéo e o desenrolar das cadeias assim como a expressdo das quebras
de cadeia simples de ADN, para além de ajudarem a geracdo de rupturas nos locais
alcali-labeis. Utilizam-se nucleos embebidos numa camada fina de agarose em Iaminas.
Todas as proteinas celulares sdo removidas por lise celular. O ADN sofre desnaturacao
em condicdes alcalinas apos o que € aplicado um campo eléctrico (electroforese) para
permitir que os fragmentos de ADN migrem a partir do nicleo. Apés coloracdo com um
marcador fluorescente (como o brometo de etideo) faz-se a leitura das células
individuais em microscopio por contraste de fluorescéncia. O nome Teste do Cometa
deve-se ao facto de, apds a sua realizacdo, as celulas com ADN danificado apresentarem
a aparéncia de um cometa com a cabeca intensamente brilhante e uma cauda, em que o
comprimento da cauda e a intensidade do brilho est&o relacionados com a quantidade de
rupturas na cadeia de ADN. As ceélulas com o ADN intacto (ndo danificado)

apresentam-se como nicleos intactos sem cauda.

O teste do cometa foi realizado com base no procedimento descrito por Laffon e col.
(2002). Utilizaram-se amostras de sangue total heparinizado, de onde se isolaram o0s
linfocitos mononucleares por meio de um gradiente de densidade de Ficoll. Diluiram-se
5 mL de sangue em tampao fosfato pH 7,4 (Sigma Chemicals) na relacdo de 1:1 e
centrifugou-se em meio de isolamento de linfocitos — (Lymphocytes isolation solution,
Rafer) durante 30 min a 2100 rpm. A fase contendo os linfécitos foi extraida e lavada
duas vezes com tampdo fosfato pH 7,4 e centrifugada 5 min a 1500 rpm. As células

foram ressuspensas para se obterem 5x10° células/mL em meio RPMI 1640 contendo
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1 % de dimetilsulfoxido (DMSQO), ap6s o que se incubaram em estufa a 37°C durante
30 min. Posteriormente foram centrifugadas durante 3 min a 9000 rpm, lavadas em
tampédo fosfato pH 7,4 e centrifugadas de novo. A viabilidade celular foi avaliada
mediante a técnica de exclusdo com azul de Trypan (Sigma), tendo sido superior a 80 %

em todas as culturas analisadas.

Usaram-se laminas esmeriladas (para facilitar a adesdo) em que se estendeu uma
primeira camada de 130 uL de agarose de ponto de fusdo normal (Life Technologies) a
1 % em tampédo fosfato pH 7,4, cobrindo com lamela para se obter uma capa
homogénea. As células foram ressuspendidas em 80 pL de agarose de ponto de fusdo
baixo (Life Technologies) a 0.7 % em tampéo fosfato pH 7,4 e espalhadas sobre a
primeira camada de agarose, apés terem sido retiradas as lamelas. As laminas foram
colocadas sobre gelo durante 15 min para permitir a gelificagdo, ap0s o que se aplicou
uma terceira camada de 80 uL de agarose de ponto de fuséo baixo, levando-se de novo a

solidificar sobre gelo.

As lamelas foram retiradas e as preparacfes foram submersas em solucdo de lise
durante 1 h a 4°C no escuro. A solucéo de lise contém NaCl 2,5 M, Na,EDTA 100 mM,
Tris-HCI 10 mM a pH 10 e Triton X-100 1 % que se adiciona mesmo antes da sua
utilizacdo. A partir deste ponto o processo foi todo realizado no escuro para prevenir

qualquer dano adicional no ADN.

Depois da lise, as laminas foram colocadas em tinas de electroforese horizontal
colocadas num recipiente com gelo e foram cobertas com tampdo de electroforese
composto por Na;EDTA 1 mM e NaOH 300 mM a pH>13 e permaneceram em contacto
com este durante 20 minutos, para permitir o desenrolamento do ADN e a expressao dos
locais alcalino-labeis. De seguida levou-se a cabo a electroforese durante 20 min a
300 mA e 25V (0,83 V/cm).

As laminas foram posteriormente lavadas por trés vezes durante 5 minutos com tampéao
de neutralizacdo, contendo Tris—HCI 0,4 M a pH 7,5. Depois de se deixarem secar
durante 10 minutos, as preparacbes foram coradas com DAPI (4,6-diamidino-2-

-phenylindole) 5 pug/mL em solucdo antifade (Vectashield mounting medium for
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fluorescence, Vector Laboratories) e guardaram-se em caixa humedecida e selada para

manter a hidratacao do gel.

Prepararam-se duas laminas para cada amostra. Todas as laminas da mesma amostra
foram processadas na mesma electroforese. As laminas foram observadas num periodo
maximo de 48 horas e foram analisadas aleatoriamente 100 células por cada amostra
(50 de cada réplica). As imagens foram obtidas e analisadas através do programa QWIN
Comet, que se baseia em medidas densitométricas, fazendo a fragmentagdo das células
em cabeca e cauda, assumindo que a forma da cabeca é esférica; considera como cauda
tudo aquilo que se encontra na direccdo da electroforese e fora da circunferéncia da

cabeca, como se ilustra na FIGURA 7.

FIGURA 7 — Tratamento de imagem de uma célula com ADN intacto (a) e de uma célula
com ADN danificado (b) através do programa Leica QWIN Comet. As circunferéncias
indicam a area da cabeca e a linhas horizontais o comprimento da cauda (ADN
danificado).

Para cada célula foram determinados diversos parametros: comprimento da cauda em
pum (TL — Tail Lenght), momento da cauda (TM — Tail Moment), comprimento da
cabeca em um (HL — Head Lenght) e a percentagem de ADN na cauda e na cabeca,

obtidas com base na intensidade do brilho.
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2.3.5. Ensaio de mutacao no receptor do antigénio de linfécitos T (TCR) por

citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica usada para distinguir e contar particulas
microscopicas suspensas em meio liquido. E um método multiparamétrico que permite
a analise simultanea de caracteristicas fisicas e quimicas de células ou particulas
individuais. Tem como principio basico aspirar células ou particulas de uma suspenséao
previamente preparada que ficam incluidas na corrente em fluxo laminar dum liquido
condutor e sdo forgcadas a passar uma a uma através de uma camara que é atravessada
por um feixe de raios laser com comprimento de onda pré-estabelecido. Sempre que o
raio laser choca com uma célula, a radiacdo vai sofrer desvios que, depois de
convertidos pelo citometro em sinais electronicos, vao ser reconhecidos pelos detectores

(ou sensores), responsaveis por medir diferentes caracteristicas.

Os detectores estdo apontados para o local onde a corrente de fluido passa através do
feixe de luz. Um deles esta na linha do laser a atras da zona onde passam as particulas, é
designado por Forward Scatter (FSC). O outro localiza-se perpendicularmente a
direccdo do laser, designando-se por isso Ortogonal ou Side Scatter (SSC).
Simplificadamente pode dizer-se que o detector FSC dé& informacéo sobre o tamanho da
célula, baseado na difracgéo e refraccdo da luz, enquanto que o detector SSC, que mede
a luz dispersada, avalia a granulosidade intra-celular, constituida pelo ndcleo,
cromossomas, mitocéndias e outros organelos ou particulas. Os citdmetros de fluxo
podem ainda possuir um namero varidvel de detectores especializados em medir
fluorescéncia, nomeadamente de fluorocromos como o FITC (isocianato de
fluoresceina), o PE (ficoeritrina) e outros que vdo ser acoplados a anticorpos

monoclonais.

A amostragem dos dados, as analises e a interpretacdo sdo analisados através de
software especifico e podem ser medidos simultaneamente seis parametros: tamanho
celular, granularidade interna das células, fluorescéncia verde, fluorescéncia amarela,
fluorescéncia laranja, fluorescéncia vermelha e fluorescéncia roxa. De acordo com as

caracteristicas das células estas sdo agrupadas em histogramas virtuais semelhantes ao
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representado na FIGURA 8. Circunscrevendo-se no histograma uma determinada
amostra celular («gating») podera proceder-se a sua imunofenotipagem.

Granuldcitos

Restos ,{
=] Celulares - & -

Bastfios ™l
; RRARE Linfacitos

w' ®

Cho45

FIGURA 8 — Histograma de células normais do sangue periférico, obtido em funcdo da
presenca de CDys lida no detector SSC.

Com esta técnica consegue excluir-se 0s mondcitos que se encontrem entre as células
estudadas, podendo separar-se e quantificar especialmente os linfocitos T, os linfécitos
B e as células «Natural Killer (NK)». Se a soma T+B+NK (no seu conjunto designada
por imunossoma) for aproximadamente igual a 95 %, temos a garantia de que nao se
perderam durante a separacdo quantidades significativas de células linfocitarias. de FL2

versus FL3 para o célculo das citocinas circulantes.

Os receptores de células T (TCR) sdo receptores especificos para antigénios e sao
essenciais para a resposta imune. O receptor TCR convencional, ou TCR alfa/beta é um
heterodimero formado por duas cadeias, o € B, que se expressa na maioria dos linfocitos
T periféricos CD4" (ou T auxiliadores) e CD8" (T citotdxicos ou supressores). Os genes
dessas cadeias o e B estdo localizados nos cromossomas 14 e 7, respectivamente, e sao

fenotipicamente hemizigoticos, ou seja, apenas um alelo de cada um dos genes (de
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ambas as cadeias o e B do TCR) esté activo e € expresso na proteina. Por esse motivo,
uma sé mutacdo no gene funcional do TCR pode resultar na auséncia de expressao
fenotipica do TCR na superficie celular. As cadeias o ¢ p do TCR s6 podem ser
expressas a superficie apos formacdo de complexos moleculares com as cadeias CD3.
Se a expressdo de um dos genes das cadeias o e  do TCR estiver inactiva, 0 complexo
TCRop/CD3 ndo € transportado para a superficie na membrana. Como consequéncia
vao acumular-se no citoplasma complexos malformados (Kyoizumi et al. 1990;
Akiyama et al. 1991; lwamoto et al. 1994; Ishioka et al. 1997; Taooka et al. 2006).

Podem detectar-se mutacdes nos genes das cadeias o e/ou f do TCR por citometria de
fluxo FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting) usando anticorpos que reconhecam a
molécula CD3. As células em suspensdo liquida passam individualmente por um
orificio e um raio laser analisa o0 tamanho e a estrutura das células, reconhecendo-as

pela presenca ou auséncia dos marcadores fluorescente (Ross 1998a).

Esta técnica permite detectar e contar mutantes TCRaf3 (embora ndo diferencie as
mutacdes das cadeias o ou ) na amostra de linfécitos T-auxiliares que expressam CD4,
uma vez que mede a frequéncia de células mutantes CD3 CD4" entre células T CD4"

normais (Akiyama, et al. 1991; Iwamoto, et al. 1994).

O isolamento da fraccdo sanguinea correspondente aos leucdcitos mononucleares

(linfocitos e monacitos) foi feito em tubos BD Vacutainer® CPTWI que contém no seu
interior uma barreira de gel e uma solucdo que cria um gradiente de densidade que
permitem a separacdo das diferentes frac¢bes sanguineas por centrifugacdo a 3100 rpm
durante 30 minutos em centrifuga com rotor basculante. Depois da centrifugacao
transferiu-se a fraccdo que se encontra na parte superior da barreira de gel para outros
tubos (esta porcao contém linfocitos, mondcitos e plasma sanguineo) a que se adicionou
PBS (Tampéo fosfato; Phosphate Buffered Saline) para um volume final de 10mL e
levaram-se a centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos. Rejeitou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o sedimento celular em PBS. Apds nova centrifugacdo nas mesmas

condigdes e voltou a ressuspender-se o sedimento celular obtido em 250 uL de PBS.
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Este volume é distribuido por 3 tubos de citometria (um para controlo do isotipo e 0s
outros dois como duplicados para avaliagcdo da frequéncia de mutacdo do TCR).

Os linfécitos de sangue periféricos foram corados com 7-amino-actinomicina D para
excluir células ndo viaveis, anticorpos anti-CD4 marcados com PE e anticorpos anti-
-CD3 marcados com FITC, medindo-se a frequéncia de células T CD3~CD4" mutantes
em células T CD4" normais. Para o controlo usaram-se 0s anticorpos especificos
conjugados com fluorocromos 1gG2a-CD3-FITC e 1gG1-CD4-PE.

A partir deste ponto todos os passos foram realizados em no escuro para evitar perdas
de fluorescéncia dos fluorocromos conjugados com anticorpos. Adicionaram-se 20 uL
de cada anticorpo marcado aos tubos e levaram-se a incubar no escuro durante
15 minutos, apds o que se adicionou 1 mL de PBS a cada tubo, que foram levados a
centrifugar a 1600 rpm durante 5 minutos. Rejeitou-se o sobrenadante e ressuspendeu-
se 0 sedimento celular com PBS. Repetiu-se o passo anterior. Finalmente ressuspendeu-
se o sedimento celular obtido do controlo de isotipo com 250uL de PBS e os outros dois

com 500 uL de PBS.

As suspensdes celulares assim preparadas foram analisadas por citometria de fluxo de
acordo com Akiyama e col. (1995). O manuseamento do citometro e a analise dos dados
foram realizados através do programa Cell Quest Pro. Depois de circunscrever no
histograma uma janela (“gate”) os linfocitos com base no tamanho e na complexidade
obtiveram-se os dados de fluorescéncia de FITC (FL1) e PE (FL2). Adquiriram-se um

minimo de 250 000 ceélulas na janela de linfocitos.
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FIGURA 9 — Grafico da fluorescéncia FL1 (CD3-FITC) versus a fluorescéncia FL2 (CD4-PE)
realgando a janela CD3-CD4+ onde estardo situados os mutantes TCRaf3.

Foi estabelecida uma janela CD3-CD4+ seguindo os critérios que se mostram na
FIGURA 9 em que o limite superior de FL1 (CD3-FITC) para a janela de mutantes é
4 % do valor maximo da intensidade da fluorescéncia de CD3 para as células normais.
Este limite superior € cerca de sete vezes mais alto que o pico maximo de FL1 no
controlo do isotopo. Os limites, esquerdo e direito, foram estabelecidos respectivamente
nos valores de metade e o dobro da intensidade do pico maximo de FL2 para células
normais. Os valores das frequéncias de mutacdes foram calculados com o nimero de

eventos lidos na janela de mutantes dividindo por o nimero de CD4+ totais.

2.3.6. Determinacao de polimorfismos genéticos

Procede-se ao isolamento de amostras de ADN a partir de sangue total apos o que se faz
a amplificacdo do gene pretendido usando o PCR (Reaccdo em Cadeia de Polimerase;
do inglés Polymerase Chain Reaction) obtendo-se um elevado nimero de copias do
gene. Para haver amplificacdo € necessario a utilizacdo de iniciadores especificos
(primers) do gene que se pretende amplificar (forward e reverse), nucledtidos (ANTP’s),

Tag — ADN polimerase (enzima estavel a elevadas temperaturas) e solugéo de cloreto de

Exposicdo profissional ao Chumbo: Analise da inducio de efeitos genotoxicos

107



II. ESTUDO PRESENTE
2. Procedimento Experimental

magnésio. Apos amplificacdo é adicionada enzima de restricdo para a obtencdo dos
fragmentos com comprimentos especificos dos alelos do gene pretendido (RFLP’s — do
inglés Restriction Fragment Lenght Polymorfisms). Estes fragmentos véo ser separados
por electroforese. Apds adicdo de um corante com fluorescéncia, na andlise do gel de
electroforese nos UV pode verificar-se se um determinado individuo é homozig6tico ou
heterozigotico, uma vez que os fragmentos dos varios alelos tém diferentes

comprimentos e migram até pontos diferentes no gel.

2.3.6.1. Gendtipo da ALAD

O ADN genomico foi isolado a partir de sangue total utilizando o Kit de extraccdo
NucleoSpin® Blood L (Machery-Nagel) segundo o procedimento fornecido pela marca.
A amplificacdo do ADN, executou-se segundo o descrito por Siizen e col. (2003) com
algumas alteracbes. Os primers utilizados foram forward 5>~ AGA CAG ACA TTA
GCT CAG TA -3’ e reverse 5~ GGC AAA GAC CAC GTC CAT TC -3’ (Thermo
Scientific). Para um volume de reaccdo final de 50 pL foram adicionados 5 uL de ADN
isolado, 1.2 mM de dNTPs (Thermo Scientific ABgene), 1.25 unidades de enzima Taq
polimerase Extensor Hi-Fidelity PCR Enzyme Mix (Thermo Scientific ABgene),
20 pmol de cada primer, 2.75 mM de MgCI, e tampéo de reaccdo fornecido com a
enzima. O programa de PCR consistiu huma desnaturacao inicial a 95 °C durante 2 min
e 35 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 95 °C durante 1 min, emparelhamento a
55 °C durante 30 seg e extensdo a 72 °C durante 1 min). O ADN amplificado (10 pL)
foi entdo digerido com 40 unidades da enzima Mspl (Promega) num volume final de
25 pL, a 37 °C durante 3 h. Amostras, controlo negativo (contendo todos os reagentes
com excepcao de ADN) e um marcador de peso molecular correram em electroforese
em gel de agarose a 1,5 % em tampdo 0.5xTBE (0.45 M Tris-Borate, 0.01M EDTA).
Cada gel foi posteriormente corado com uma solucdo a 1 pg/mL de brometo de etideo
em TBE e mantido no escuro com agitacdo horizontal (30 min), visualizado num

transiluminador com luz ultra-violeta (UV) e os resultados observados foram registados.
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O alelo ALAD1 tem peso molecular de 582 pb e é considerado wild-type. O alelo
ALAD2 tem peso molecular de 511 pb e é considerado mutante, uma vez que codifica
uma forma mutante desta enzima. O genotipo ALAD1-1 é caracterizado por possuir
apenas um fragmento com 582 pb, o genotipo ALAD1-2 possui dois fragmentos com
582 e 511 pb e o gendtipo ALA2-2 possui apenas o fragmento com 511 pb (FIGURA
10).

FIGURA 10 — Exemplo de um gel de agarose a 2 % submetido a uma voltagem de 70V
durante 1 hora. As amostras pertencem a individuos homozigéticos ALAD1-1 (2, 3, 4, 5,
6), heterozigdticos ALAD1-2 (1 e 7) e homozigdticos ALAD-2 (8). Foram utilizados dois
marcadores com diferentes pesos moleculares (M1 e M2).

2.3.6.2. Genétipo do receptor da vitamina D (VDR)

O ADN genomico foi isolado a partir de sangue total utilizando o Kit de extraccdo
NucleoSpin® Blood L (Machery-Nagel) segundo o procedimento fornecido pela marca.
A amplificacdo do local polimérfico para a enzima Bsml (intrdo 8) foi executada de
acordo com o descrito por Schwartz e col. (Schwartz et al. 2000b) com ligeiras
alteracdes. Os primers utilizados foram 5~ CAA CCA AGA CTA CAA GTA CCG
CGT CAG TGA -3 (forward) e 5° ~AAC CAG CGG GAA GAG GTC AAG GG -3
(reverse) (Thermo Scientific). A reaccdo foi executada num volume final de 50 pL
contendo 5 pL de AND amplificado, 0.4 mM de dNTP (Thermo Scientific ABgene),
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1.2 mM de cada primer, 2.0 mM de MgCl,, 1.25 unidades de GoTaq® Flexi DNA
polymerase (Promega) e tampéo de reacgdo fornecido com a enzima. As condig¢des do
programa de PCR consistiram em desnaturacdo inicial 94 °C por 5 min, a que se
seguiram 35 ciclos de amplificacdo (95 °C durante 30 seg, 60 °C por 30 seg e 72 °C por
1 min) e uma extensdo final a 72 °C durante 5 min. O ADN amplificado (1 pL) foi
digerido com 5 unidades de Bsml (Promega) a 65°C durante 3 h. Amostras, controlo
negativo e um marcador de peso molecular correram em electroforese num gel a 1.5 %
Cada gel foi posteriormente corado em solucdo com brometo de etideo, mantido no
escuro com agitacdao horizontal (30 min) e foram visualizados num transiluminador com

luz ultra-violeta (UV) e os resultados observados foram registados.

O gendtipo homozigotico B-B apenas apresenta um fragmento sem local de restricdo
(825 pb), o genotipo homozigotico b-b apresenta dois fragmentos resultantes da
restricdo pela enzima (os de 650 e 175 pb) e o gendtipo heterozigdtico B-b apresenta os
trés fragmentos (825, 650 e 175 pb).

2.4. Analise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa SPSS (versdo 16.0 para Windows)
considerando-se um nivel de significancia de 5 % (p = 0,05) para todas as hipoteses

testadas.

A normalidade da distribuicdo de todas as varidveis quantitativas foi analisada
utilizando o teste ndo paramétrico de Kolmogorov-Smirnov (K-S), com a correc¢édo de
Lilliefors, uma vez que a distribuicdo normal constitui uma boa descri¢cdo empirica das

variaveis e ocupa um lugar central na maioria das técnicas estatisticas (Kirkwood 1988).

A influéncia das variaveis independentes nas variaveis dependentes foi avaliada pelos
testes paramétricos t de Student e ANOVA a um factor, nos casos em que as
distribuicdes obedeciam a normalidade. Na aplicacdo de ANOVA também se verificou

0 pressuposto de homogeneidade da variancia por aplicagdo do teste de Levene. Na
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auséncia de normalidade recorreu-se aos testes ndo paramétricos de Mann-Whitney e de
Kruskal-Wallis, por comparagdo de dois ou mais grupos independentes,

respectivamente.

Para medir a associagao existente entre as variaveis qualitativas utilizou-se o coeficiente
de correlacdo de Pearson (r de Pearson). Esta correlacdo de Pearson é uma medida da
associacdo linear entre as varidveis. De acordo com Pestana e Gageiro (2000) esta
definido por convencdo que r de Pearson menor que 0,2 indica uma associagdo muito
baixa; entre 0,2 e 0,39 baixa; entre 0,4 e 0,69 moderada; entre 0,7 e 0,89 alta; entre 0,9 e
1 uma associacdo muito alta. De igual modo, quando as variaveis apresentavam uma
associagdo nao linear o seu grau de associacdo foi medido pelo coeficiente de correlacéo

ndo paramétrico de Spearman (rs).

Na representacdo da distribuicdo das diferentes varidveis em funcdo dos diferentes
grupos em estudo recorreu-se a construcdo de graficos de erro com representacdo de
médias e intervalos de confianca para cada grupo em analise. No caso especifico das
variaveis que violavam o pressuposto de normalidade representaram-se as distribuicoes
das varidveis para cada grupo em analise através de diagramas de caixa de bigodes (box-

-plot segundo a terminologia anglo-saxdnica).

O diagrama de caixa de bigodes permite a observacdo expedita de um conjunto de

estatisticas.

Os gréaficos de box-plot, identificam o 1° quartil (Q1) e o 3° quartil (Q3) e € possivel
observar a amplitude inter-quartil, AIQ = Q3 — Q1, correspondendo ao comprimento da
caixa. Os valores representados por um asterisco (*) afastam da mediana mais do que
trés vezes o valor de AlQ sdo considerados valores aberrantes. Os valores representados
por uma circunferéncia (o) afastam-se mais do que 1,5 * AIQ, mas menos do que

3 * AlQ, e sdo considerados valores extremos ou outliers moderados.

Finalmente, foi utilizado o modelo de regressdo linear maltipla (MRLM) normalizado
(Pestana e Gageiro 2000) com o objectivo de explorar a relacdo entre as variaveis

dependentes continuas e um conjunto de variaveis independentes (ou preditores). A
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regressdo linear multipla baseia-se na correlagdo entre as variaveis mas permite uma
exploragdo mais sofisticada da inter-relagdo entre elas. Usa-se com o objectivo de
avaliar quanto é que a variacdo de uma determinada variavel dependente é explicada
com base no conjunto de variaveis estudadas, assim como qual € o peso de cada uma

dessas variaveis independentes na variavel dependente (Pallant 2007).
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3. RESULTADQOS 10

3.1. Caracteristicas da amostra em estudo

3.1.1. Caracteristicas etarias

Os 186 individuos estudados sdo todos do sexo masculino, 38 deles sem exposicao
profissional a chumbo (NOE) e 148 com exposic¢do profissional a chumbo (OE). De
entre estes ultimos, foram avaliados trabalhadores de duas industrias com actividades
distintas, uma indUstria quimica (unidade fabril A) e a outra, uma industria de producéo

de acumuladores de chumbo acido (unidade fabril B).

Analisando a constituicdo dos grupos estudados (TABELA 5) verifica-se que a unidade
fabril A (unidade A) contribuiu com maior nimero de trabalhadores para o total (47,9
%), e a unidade fabril B (unidade B) com 31,7 % destes, sendo o numero de

trabalhadores sem exposicédo profissional de apenas 38 (20,4 %).

TABELA 5 — Caracteristicas etarias da amostra.

- Com exposigao profissional a chumbo
Sem exposi¢ao

Total profissional (OF)
(NOE) unidade A unidade B Total OE
Média de idades 45 + 10 35+8 46 + 10 507 48 +9
(anos)®
Intervalo de 21-66 24 -55 21-66 29-62 21-66
idades (min-max)
Total 186 38 (20,4 %) 89 (47,9 %) 59 (31,7 %) 148

Todos os individuos sdo do sexo masculino
® média + desvio padrio;

1% Todos os resultados individuais se encontram em tabela apresentada no Anexo B.
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Em relacdo as idades, e ainda com base na TABELA 5, constata-se que 0 grupo sem
exposicdo profissional apresenta uma média de idades mais baixa (35 anos) e um
intervalo de variagdo mais estreito do que os outros dois grupos. O grupo de

trabalhadores mais velhos é o proveniente da unidade B (média de 50 anos).

Para analisar o efeito da varidvel independente idade foram criados 5 grupos etérios:
[20, 30[, [30, 40[, [40,50[, [50,60[ e + de 60 anos. O grupo com maior nimero de
elementos (individuos) corresponde ao intervalo [50, 60[ anos (38 %). Verifica-se
também que 31 % do total tem menos de 40 anos (FIGURA 11).

40,0%"

30,0%

20,0%

Percentagem (%)

10,0%

0,0%

[20,I 30[ [30,I 40[ [40,I 50[ [‘50,I 60[ +60

Idade (anos)

FIGURA 11 — Distribuicdo da amostra por faixas etarias.
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3.1.2. Habitos tabagicos

Em todos os grupos ha maior nimero de individuos ndo fumadores, cerca de 82 % no
grupo NOE e 60 % no grupo OE (TABELA 6, FIGURA 12), totalizando 64 % do grupo

total.

TABELA 6 — Habitos tabagicos da amostra em fung¢do da origem dos individuos.

Com exposi¢ao

Sem e
exposicio profissional a chumbo
p. _G (OE) Total
profissional
(NOE) unidade A unidade B
" 8 N3o 31 47 41 119 (64 %)
£ -2 fumadores
o @
Tg
+ Fumadores 7 42 18 67 (36 %)
Total 38 89 59 186
100%
18% 31%
° 36%
80% 47% °
60%
sim
40% 82% .
Hndo
20% >3%
()
0% T T
NOE unidade A unidade B Total

FIGURA 12 — Distribuicdao de fumadores e ndao fumadores em funcao da origem dos
individuos da amostra.

Exposicdo profissional ao Chumbo: Analise da inducio de efeitos genotoxicos

115



II. ESTUDO PRESENTE
3. Andlise dos resultados

3.1.3. Tempo de exposi¢do

O efeito do tempo de exposicdo, definido como anos de trabalho com exposicdo a
chumbo, foi avaliado com base nos grupos formados: [0,1[, [1, 6[, [6, 11[, [11, 21][,
[20, 31[ e 31 +. Estes apresentam médias etéarias de 34,6 anos (grupo [0,1]), 40,5
(I1, 6[), 45,8 ([6, 11]), 44,4 ([11, 21]), 54,4 ([20, 31]) e 66,7 anos (grupo 31 +)
(TABELA 7).

TABELA 7 — Caracteristicas etdrias dos grupos criados com base no tempo de

exposicao.

Tempo de Idade* (anos)
exposi¢ao (anos) . (min-max)
"
o s OS
+
[1, 6] 25 A0 EL?
+
[6, 11[ 16
"
[11, 21 36 4:'24__578'8
"
[20, 31[ 4 Sj’f _‘54;
+
31+ 30 62'17__632'4

(*, média * desvio padrdo; n, dimensdo da amostra)

3.1.4. Exposicdao a chumbo

Os valores de plumbémia encontrados na amostra estudada apresentam distribuicao

normal e variam entre 1,0 e 67,2 pug/dL. Observa-se na

TABELA 8 que:
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— As plumbémias do grupo NOE variam entre 1,0 e 14,5 pg/dL, com valor médio de
3,9 pg/dL;

— As plumbémias da unidade A variam entre 8,2 e 55,7 pg/dL com valor médio de
30,5 pg/dL;

— As plumbémias da unidade B variam entre 5,4 e 67,2 pg/dL com valor médio de
34,3 pg/dL.

TABELA 8 — Caracterizacdo da exposicdo a chumbo em funcdo da origem dos individuos

da amostra.

Sem exposicio Com exposicao profissional

profissional a chumbo (OE) Total
Pb-S (ug/dL) (NOE) unidade A unidade B
média + DP 39+3,1 30,5+11,5 34,3+15,3 26,2+16,4
min — max 1,0-14,5 8,2—-55,7 5,4-67,2 1,0-67,2

Considerando a amostra total verifica-se que mais de metade dos individuos estudados
apresenta valores de plumbémia inferiores a 30 pg/dL (que corresponde ao valor VLB
recomendado pela ACGIH (2008)) e ndo ha nenhum caso com valor superior a
70 pg/dL (3). Este é o valor maximo admitido em Portugal para pessoas expostas a este
metal em actividades profissionais, de acordo com o Decreto-Lei n.° 274/89 de 21 de
Agosto que transpde para o direito interno a Directiva do Conselho n°82/605/CEE de 28
de Julho de 1982.

A analise dos resultados de plumbémia foi feita com base em intervalos de 10 pg/dL
(FIGURA 14): [0, 10[, [10, 20[, [20, 30[ e [40, 50[; o ultimo intervalo, [50,70], rene
todos os individuos com plumbémia superior a 50 pg/dL, com o intuito de englobar
elementos suficientes para ser considerado na analise estatistica (caso se mantivessem
intervalos de 10 pg/dL, apenas ficariam 3 elementos no dltimo intervalo, de 60 a
70 pg/dL).
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Os trés primeiros intervalos reinem 110 individuos e distribuem-se da seguinte forma:
[0, 10[ pg/dL com 40, [10, 20[ pg/dL com 27 e [20, 30[ pg/dL com 43. Os restantes
encontram-se: 29 no [30, 40[ pg/dL, 31 no [40, 50[ pg/dL e 16 no [50, 70] pg/dL,

totalizando 76 individuos.

20,0%

15,0%%

10,0%"7

Percentagem

5,0%

0,0% T T T T T T
[0.10[ [10. 20] [20, 30] [30. 40[ [40, 50[ 50, 70]

Plumbémia (microg/dL)

FIGURA 13 — Distribuicdo da amostra por intervalos de plumbémia.

Para efeitos do estudo estatistico, e uma vez que os individuos sem exposicao
ocupacional a chumbo (NOE) se revelaram em numero inadequado para serem
estudados como controlo num estudo de caso-controlo, optou-se por reunir a totalidade
dos individuos (NOE e OE) e avaliar cada efeito tendo por comparacdo os valores da

plumbémia (dose interna).
Os individuos passaram a ser considerados como um Unico grupo.

Para analisar os efeitos do tempo de exposicdo, definido como anos de trabalho com
exposicdo a chumbo, formaram-se 6 grupos: [0,1], [1, 6[, [6, 11[, [11, 21], [20, 31[ e

mais de 31 (31 +) anos de exposi¢éo.
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Verifica-se a existéncia de menor nimero de individuos nos intervalos [1, 6[ e [6, 11]
anos de exposicdo (TABELA 11). Estes sdo também os grupos com menor amplitude.
Foi nossa op¢do diminuir a amplitude dos grupos com menor tempo de exposic¢do, com
0 intuito de dar visibilidade a eventuais alteragcdes resultantes dos primeiros anos de

exposicao.

TABELA 9 — Tempo de exposigao profissional ao chumbo da amostra estudada.

Tempo de
exposi¢do n Percentagem
[0,1] 38 20,4 %

[1, 6 25 13,4 %

[6, 11[ 16 8,6 %
[11, 21] 36 19,4 %
[20, 31[ 41 2,1%

31+ 30 16,1 %

3.1.5. Caracterizagdo dos polimorfismos genéticos

Os dados obtidos para os polimorfismos genéticos sdo: 96,9 % da amostra estudada
apresenta o genotipo ALAD1-1 para o polimorfismo genético da ALAD. Apenas se
encontraram trés individuos com ALAD1-2 (1,9 %) e dois com ALAD2-2 (1,2 %).

Em relacdo aos gendtipos de VDR a frequéncia na amostra foi de 29,6 % para o
genotipo b-b, 39,3 % para 0 gendtipo B-b e 31,1 % para o B-B. Dividindo a amostra
por grupos de polimorfismos de VDR, ndo se encontraram diferengas estatisticamente
significativas nos valores de Pb-S (FIGURA 14).
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FIGURA 14 — Efeito dos polimorfismos de VDR na plumbémia (sem diferencas
significativas de acordo com ANOVA a um factor a 95 % de confianca; as linhas
verticais representam o I.C. a 95 %).

3.1.6. Estudo de normalidade

O estudo da normalidade das variaveis utilizando o teste ndo paramétrico de
Kolmogorov-Smirnov (K-S), com a correccdo de Lilliefors deu os seguintes resultados:
as variaveis com distribui¢do normal (p > 0,05) sdo a plumbémia, Pb-S, com p = 0,327 e
todos os parametros do teste do Cometa (comprimento da cauda com p = 0,636,
comprimento da cabeca com p= 0,481, percentagem de ADN na cabeca com p = 0,145,
percentagem de ADN na cauda com p = 0,150 e momento da cauda com p = 0,206); as
variaveis com distribuicdo ndo normal (p < 0,05) sdo a protoporfirina zinco, PPZ, com
p = 0,000, a actividade da ALAD, com p = 0,002 e a frequéncia de mutacdo do TCR
com p = 0,000.
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3.2. Analise dos resultados

3.2.1. Protoporfirina-zinco (PPZ)

Por motivos logisticos relacionados com o equipamento, os valores de protoporfirina-

-zinco (PPZ) s6 foram avaliados para o grupo de trabalhadores das unidades fabris com

exposic¢éo profissional a chumbo (n = 148).

De acordo com o coeficiente de correlagdo de Spearman, os valores de PPZ estdo

relacionados de forma positiva com os valores de plumbémia (rs = 0,639; p < 0,001).

Importa referir que os valores de PPZ tendem a aumentar exponencialmente com a

plumbémia, sendo este efeito mais acentuado para valores superiores a 30 pg/dL e que

se observa a ocorréncia de uma maior dispersdo de resultados para valores mais

elevados de plumbémia (FIGURA 155).
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FIGURA 15 — Variacdo dos valores de protoporfirina zinco (PPZ) com os valores de
plumbémia; (b) representacdo da variacdo em escala logaritmica.
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Os valores médios de PPZ apresentam diferencas significativas entre os intervalos de
plumbémia (TABELA 10 e FIGURA 16), especialmente notorias a partir de valores de
plumbémia na ordem dos 40 ug/dL, nomeadamente nos dois intervalos [40, 50[ e
[50, 70] pg/dL (cujos valores médios sdo 86,8 e 99,6 pg/dL) quando comparados com
os trés primeiros ([0, 10[, [10, 20[ e [20, 30[ pg/dL: valores médios 20,5; 25,2 e
29,3 pg/dL). O valor médio de PPZ do intervalo de plumbémia [30, 40[ pg/dL
(45,5 pg/dL) nédo apresenta diferencas estatisticamente significativas quando comparado
com o intervalo imediatamente anterior, [20, 30[ pg/dL, e o seguinte, [40, 50[ pg/dL.
Apenas o valor médio verificado no ultimo intervalo de plumbémia, [50, 70], se
diferencia de forma estatisticamente significativa daquele.

TABELA 10 — Valores médios (+ desvio padrdo) de protoporfirina zinco (PPZ) nos
intervalos de plumbémia.

o5 P /e logPrE g/
[0, 10[ 4 2(?,1553_123;)4 1,30+ 0,09
[10, 20[ 18 2?1'2 132;5 1,39+0,10
[20, 30[ 35 292,1323_13152),4 1,44+ 0,15
[30, 40[ 24 4?2'2 111336 1,60+ 0,22
[40, 50[ 23 8?2'§ b_i-zgiiz 1,84+ 0,30
[50, 70] 9 g?z'i b_izgg;g 1,85+0,39

(*, média £ desvio padrdo; a e b, grupos homogéneos de acordo com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a 95
%; n, dimensdo da amostra)
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FIGURA 16 — Efeito dos valores de plumbémia nos valores de PPZ (a e b, grupos
homogéneos de acordo com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a 95 % de
confianca).
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3.2.2. Actividade da enzima desidratase do acido d-aminolevulinico (actALAD)

Os resultados da actividade da ALAD ndo apresentam distribuigdo normal. Revelam
uma grande dispersdo, com valores semelhantes de plumbémia a corresponderem a
diferentes actividades enzimaticas (FIGURA 17). De acordo com o coeficiente de
correlagdo de Pearson a actividade da ALAD correlaciona-se de forma negativa com a
plumbémia (r = - 0,491; p < 0,001).
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FIGURA 17 — Variagao dos valores de actividade de ALAD e sua linha de tendéncia.

Apreciando a variacdo por intervalos de plumbémia, verifica-se uma descida acentuada
(com significado estatistico) do primeiro para o segundo intervalo, de 90,3 para
46,6 U/mL, verificando-se uma relativa estabilizacdo dos valores a partir dai, ndo tendo
as variagdes significado estatistico (TABELA 11 e FIGURA 18).

Exposicdo profissional ao Chumbo: Analise da inducio de efeitos genotoxicos

124



II. ESTUDO PRESENTE
3. Andlise dos resultados

TABELA 11 — Efeito da plumbémia na actividade da ALAD.

- .
Pb-S (ug/dL) Actividade ALAD* (U/mL)

(min-max)
[0, 10 37 90(,;_a 1;4322),0
[10, 20] 25 4622 b_ig 2)4,2
[20, 30[ 36 3(91/21 b-iﬁg';
30, 40] 24 4(31,8 b_ilig,)z
40, 50] 27 4(2i2 b_iéif
[50, 70] 12 31&" _i7197),3

(*, média * desvio padrdo; a e b, grupos homogéneos de acordo com o teste de Tukey a 95 % de confianga, aplicado
apds ANOVA a um factor; n, dimensdo da amostra)
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FIGURA 18 — Efeito da plumbémia na actividade da ALAD (a e b, grupos homogéneos
de acordo com o teste de Tukey a 95 % de confianga, aplicado apdés ANOVA a um
factor; as linhas verticais representam o I.C. a 95 %).
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3.2.3. Ensaio do Cometa ou Electroforese em microgel (SCGE)

No ensaio do cometa (FIGURA 19) determinaram-se varios parametros de leitura das
células: trés parametros relativos a cauda do cometa — o comprimento, a percentagem
de ADN e o momento da cauda; e dois relativos a cabeca — o comprimento e a
percentagem de ADN. A percentagem de ADN (tanto na cauda como na cabega) é
obtida com base na intensidade do brilho e 0 momento da cauda € o produto da
percentagem de ADN na cauda com a distancia da cauda (Hellman et al. 1995). Todos

estes parametros apresentaram distribuicdo normal.

No HeadLergh TaiLength

NoHesdLergh TalLengh Head%io. Tai% i ToiMigshon TalMonert Widh  Toahes Touin  WGL _ Commen
) 7 N - T3 . |

FIGURA 19 — Exemplo de observac¢do de dois cometas: o primeiro com dano genético
(comprimento da cauda e percentagem de ADN na cauda) e o segundo com a cabeca
intacta, sem dano genético.

Verificando-se a existéncia de uma correlacdo positiva entre 0 comprimento da cauda e
a percentagem de ADN na cauda (r = 0,797; p < 0,001), e atendendo a que 0 momento
da cauda corresponde ao produto dessas duas variaveis, optou-se por se apresentar e
avaliar apenas os valores do momento da cauda e do comprimento da cauda (em pm)
(FIGURA 20 e FIGURA 21) por serem os mais referidos por outros autores (Kassie,
et al. 2000; Collins 2004).
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Momento da cauda

Plumbémia (microg/dL)

FIGURA 20 — Variacdo dos valores do momento da cauda do cometa com a plumbémia
e respectiva linha de tendéncia.
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FIGURA 21 — Variacdo dos valores do comprimento da cauda do cometa com a
plumbémia e respectiva linha de tendéncia.

Constata-se a existéncia de uma associacdo estatisticamente significativa entre os varios
parametros analisados pelo teste do cometa, nomeadamente: (1) entre 0s comprimentos
da cauda e da cabeca do cometa (r = 0,566; p < 0,001); (2) entre a % de ADN na cabeca
e 0 comprimento da cauda (r = — 0,796; p < 0,001); (3) entre a % de ADN na cauda e a
% de ADN na cabeca (r = — 0,999; p < 0,001); e (4) entre 0 momento da cauda tanto

Exposicdo profissional ao Chumbo: Analise da inducio de efeitos genotoxicos

127



II. ESTUDO PRESENTE
3. Andlise dos resultados

com o comprimento da cabeca (r = — 0,392; p < 0,001) e da cauda (r = 0,824,

p < 0,001), como com a % de ADN na cabeca (r = — 0,974; p < 0,001) e na cauda

(r=0,975; p < 0,001).

Nenhum dos pardmetros avaliados pelo teste do cometa apresenta alteragcdes

significativas com a plumbémia, como € exemplificado pelos dados obtidos para o

momento da cauda e o comprimento da cauda (TABELA 12).

TABELA 12 - Efeito da plumbémia nos parametros do Teste do Cometa (momento e

comprimento da cauda).

Pb-S (ug/dL)

Momento da cauda*

(min-max)

Comprimento da
cauda* (um)

(min-max)

[0, 10[ 39 0,57 +0,28 21,6 +£2,6
(0,21-1,51) (16,8 — 28,6)

[10, 20[ 25 0,64 £0,23 22,6 £2,6
(0,36 - 1,37) (18,7 -30,4)

[20, 30[ 42 0,60 £ 0,25 21,7+2,5
(0,23 -1,64) (17,2 -30,5)

[30, 40[ 29 0,63 +0,27 21,8+2,4
(0,29 - 1,76) (16,7 — 29,0)

[40, 50[ 27 0,60+ 0,24 22,3+2,3
(0,23-1,27) (18,3 - 26,6)

[50, 70] 13 0,63+0,19 22,5+2,7
(0,22 -0,91) (15,7 -27,1)

(*, média  desvio padrdo; sem diferengas significativas entre os grupos de plumbémia, de acordo com o teste de

ANOVA a um factor, a 95 % de confianga; n, dimensdo da amostra)
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3.2.4. Ensaio de mutag¢do no receptor do antigénio de linfocitos T (TCR-mf)

Os valores obtidos neste ensaio ndo tém distribuicdo normal e apresentam, de forma
geral, uma grande dispersdo dos resultados (FIGURA 22). Os valores de TCR—mf estéo

correlacionados de forma positiva com os valores de plumbémia (r = 0,203; p < 0,05).
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FIGURA 22 — Variacdo dos valores de frequéncia de mutacdo do receptor do antigénio
de linfocitos T (TCR) com linha de tendéncia.

Embora nenhuma das diferencas se apresente como estatisticamente significativa,
observa-se um aumento do valor médio do grupo de plumbémia até 10 pg/dL e o grupo
imediatamente a seguir, entre [10, 20] pg/dL, de 10,7 x 10* para 24,2 x 10*. Todos o0s
outros grupos apresentam valores médio semelhantes entre si, entre 20,3 x 10* e

28,2 x 10* (TABELA 13 e FIGURA 23).
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TABELA 13 — Efeito da plumbémia na frequéncia de mutacao do receptor do antigénio

de linfécitos T (TCR).

Pb-S (ug/dL)

TCR-mf x10™*

(min-max)
[0, 10[ 38 10,7° + 13,7
(1,4 —67,1)
[10, 20[ 19 24,2°+19,3
(56 —78,1)
[20, 30[ 27 21,8°+ 18,3
(3,0 —76,9)
[30, 40[ 18 20,3°+11,9
(1,9 —47,1)
[40, 50[ 19 26,4° + 43,4
(4,0 -55,6)
[50, 70] 8 28,2° +27,6
(5,0 —88,4)

(*, média  desvio padrdo; a e b grupos homogéneos de acordo com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a 95

% de confianga; n, dimensdo da amostra)
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FIGURA 23 — Efeito da plumbémia na frequéncia de mutac¢ao do receptor do antigénio
de linfécitos T (TCR) (a e b, grupos homogéneos de acordo com o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis a 95 % de confianga).
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3.3. Efeitos das variaveis independentes (idade, habitos tabagicos e tempo de

exposicao) nos parametros estudados

O efeito da idade foi avaliado com base nos grupos criados: [20, 30[, [30, 40[, [40,50],
[50,60[ e + de 60 anos.

Sendo o nimero de fumadores bastante inferior ao nimero de ndo fumadores a analise
da influéncia do consumo de tabaco sobre a resposta das varidveis estudadas foi
avaliada apenas com base nas categorias de fumador/ndo fumador sem considerar a

intensidade nem a durag@o do consumo.

O efeito do tempo de exposicdo foi avaliado com base nos grupos formados: [0,1[,
[1, 6[, [6, 11][, [11, 21[, [20, 31[ e 31 +.

3.3.1. Plumbémia (Pb-S)

De acordo com o coeficiente de correlacdo de Pearson os valores de plumbémia
apresentam uma relacdo positiva moderada com a idade (r = 0,491, p < 0,001)
(FIGURA 24).

70

Plumbémia (microg/dL)

20 30 40 50 60 70

Idades (anos)

FIGURA 24 — Variacao dos valores de plumbémias, Pb-S, com a idade e respectiva linha
de tendéncia.
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Os valores de plumbémia médios em cada faixa etéria sdo os seguintes: [20, 30[ de
11,6 pg/dL, [30, 40[ de 13,5 pg/dL, [40,50[ de 30,3 pg/dL, [50,60[ de 33,4 pg/dL e para
+ de 60 anos de 36,7 pg/dL. Observa-se a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas dos dois primeiros grupos para os restantes (TABELA 14 e FIGURA 25).

TABELA 14 — Efeito da idade nos valores de plumbémia, Pb-S.

_ *
Idade (anos) n Pb-S (ug/dL)

(min-max)
[20, 30[ 19 13 3_2 ;,140
[30, 40] 39 1?;3 _¢4 ;’43,1
140, 50] 50 32:?; b—is i42,5
SRR
+60 7 3% b—illg:g

(*, média * desvio padrdo; a e b, grupos homogéneos de acordo com o teste de Tukey a 95 % de confianga, aplicado
apds ANOVA a um factor; n, dimensdo da amostra)
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FIGURA 25 — Efeito da idade no valor de plumbémia, Pb-S (a e b, grupos homogéneos
de acordo com o teste de Tukey a 95 % de confianca, aplicado apds ANOVA a um
factor; as linhas verticais representam o I.C. a 95 %).

No que respeita aos habitos tabagicos, verifica-se a existéncia de um aumento
estatisticamente significativo no grupo de fumadores (29,4 pg/dL) em relacdo aos ndo
fumadores (24,5 pg/dL) (TABELA 15 e FIGURA 26).

TABELA 15 — Efeito dos habitos tabdgicos nos valores de plumbémia, Pb-S.

- *
Habitos tabdgicos n Pb-S (ug/dL)

(min-max)

- 24,5+17,3

Nao fumador 119 1,0-67,2
29,4 £ 14,4

Fumador 67 1,0-63,8

(*, média  desvio padrdo; **, p <0,05 em relagdo ao controlo de acordo com o teste t de Student para duas
amostras independentes assumindo igualdade de variancias; n, dimensdo da amostra)
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FIGURA 26 — Distribuicdo dos valores de plumbémia, Pb-S, em funcdo dos habitos
tabagicos (p < 0,05 em relacdo ao controlo de acordo com o teste t de Student para
duas amostras independentes assumindo igualdade de variancias)

Pela observacdo dos resultados obtidos para 0s grupos criados com base no tempo de
exposicdo observa-se desde logo uma diferenca estatisticamente significativa e
acentuada entre o grupo com [0,1] anos de exposi¢cdo e todos 0S outros grupos com
maior tempo de exposicdo(TABELA 16 e FIGURA 27).

Também se observa, relativamente ao grupo [1,6[ a ocorréncia de um aumento dos
valores médios de plumbémia nos outros grupos com mais anos de exposicdo, embora

sem significado estatistico.
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TABELA 16 — Efeito do tempo de exposicdo nos valores de plumbémia, Pb-S.

Tempo de Pb-S (ng/dL)*
exposi¢do (anos) : (min-max)
24

N e
+

[1, 6l 25 22:3;_6;?2,8
+

[6, 11] 16 32:1;‘52'29’9
¥

[11, 21] 36 3;:31;‘5125
I

[20, 31] 41 3145”79;‘6132’;36
I

w0 v

(*, média  desvio padrdo; a e b grupos homogéneos de acordo com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a 95
% de confianga; n, dimensdo da amostra)
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FIGURA 27 — Efeito do tempo de exposicao no valor de plumbémia, Pb-S (a e b grupos
homogéneos de acordo com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a 95 % de
confianca).
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3.3.2. Protoporfirina-zinco (PPZ)

De acordo com o coeficiente de correlagcdo de Pearson ndo se encontrou variagdo dos

valores de PPZ com a idade.

N&o se encontraram diferencas significativas entre os valores de PPZ entre os grupos de

fumadores e ndo fumadores para p < 0,05.

Observa-se um aumento de PPZ com o aumento do tempo de exposicdo, até ao intervalo
[11, 21[ anos, embora sem significado estatistico (TABELA 17 e FIGURA 28). Aqui
ndo sdo apresentados valores para o grupo sem exposicao ([0,1[ anos) uma vez que 0s

individuos deste grupo ndo foram incluidos na avaliagio deste parametro.

TABELA 17 — Efeito do tempo de exposicdo nos valores de protoporfirina zinco, PPZ.

Tempo de PPZ (ug/dL)*

. n
exposi¢do (anos) (min-max)

[0, 0
"
L, 6 »3 31;32__11193,0
+
[6, 11[ 16 55'56_‘147058
"
[11, 21] 27 6362_‘25291'5
"
[20, 31] 28 4?'28_‘;6%7
"
ne oS

(*, média * desvio padrdo; sem diferengas estatisticas de acordo com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a
95 % de confianga; n, dimensdo da amostra)
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FIGURA 28 — Efeito do tempo de exposicdo nos valores de protoporfirina zinco, PPZ
(sem diferencas significativas de acordo com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
a 95 %).
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3.3.3. Actividade da enzima desidratase do acido 8-aminolevulinico (actALAD)

De acordo com o coeficiente de correlacdo de Pearson a actividade da ALAD esta

relacionada de forma negativa com a idade (r = —0,372; p < 0,001) (FIGURA 29).
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FIGURA 29 — Variacdo dos valores de actividade da enzima ALAD com a idade e
respectiva linha de tendéncia.

Os valores médios actividade da enzima ALAD em cada faixa etaria sdo: 71,7 U/mL
para [20, 30[ anos, de 67,9 U/mL para [30, 40[, de 46,2 U/mL para [40,50[, de
45,6 U/mL para [50,60[ e de 28,8 U/mL para + de 60 anos.

Observa-se uma descida dos valores do grupo [30, 40[ para o grupo [40,50[ e do grupo
[50,60[ para o grupo +60. No entanto apenas se verifica a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas entre os dois primeiros grupos e o ultimo (TABELA 18 e
FIGURA 30).
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TABELA 18 — Efeito da idade na actividade da enzima ALAD.

Idade (anos) Actividade ALAD (U/mL)*
(min-max)
71,7%+41,2
[20, 30[ 16 & _ 140
67,9°%+ 36,5
[30, 40[ 37 o 142
(40, 50[ 2 46,2*" +30,0
’ 8—133
(50, 60[ 60 45,6™° + 27,2
’ 11-131
28,8° + 18,1
+60 6 15— 64

(*, média * desvio padrdo; a e b, grupos homogéneos de acordo com o teste de Tukey a 95 % de confianga, aplicado
apds ANOVA a um factor; n, dimensdo da amostra)

1007
80
601

a,b Ea,b
401

207

Actividade ALAD (U/mL)

[20!30[ [30140[ [40150[ [50160[ +60
Idade (anos)

FIGURA 30 — Efeito da idade na actividade da ALAD (a e b, grupos homogéneos de
acordo com o teste de Tukey a 95 % de confianga, aplicado apdés ANOVA a um factor;
as linhas verticais representam o I.C. a 95 %).
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N&o se encontraram diferengas significativas dos valores de actividade da enzima

ALAD entre os grupos de fumadores e ndo fumadores, para p < 0,05.

Também ndo se encontraram diferencas estatisticamente significativas na actividade da
enzima com o tempo de exposicao dos trabalhadores expostos a chumbo. Ha no entanto
uma diferenca bem marcada quando se compara o grupo [0, 1[ com qualquer um dos
outros grupos (TABELA 19 e FIGURA 31).

TABELA 19 — Efeito do tempo de exposicdo na actividade da enzima ALAD.

Tempo de Actividade ALAD
n (U/mL)*
exposi¢ao (anos)
(min-max)
91,2° +28,1
[0,1] 37 8140
43,9° +30,2
[1, 6] 23 s 149
40,6° +29,9
[6, 11] 13 15131
42,0° +25,2
[11, 21] 30 0113
40,2° +23,7
[20, 31[ 35 12119
40,4° +21,8
3 23 11-86

(*, média * desvio padrdo; a e b, grupos homogéneos de acordo com o teste de Tukey a 95 % de confianga, aplicado
apds ANOVA a um factor; n, dimensdo da amostra)
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FIGURA 31 — Efeito do tempo de exposicdo na actividade da enzima ALAD (a e b,
grupos homogéneos de acordo com o teste de Tukey a 95 % de confianca aplicado
apos ANOVA a um factor; as linhas verticais representam o I.C. a 95 %).
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3.2.4. Ensaio do cometa ou electroforese em microgel (SCGE)

Dos parametros estudados no teste do cometa apenas se encontrou a existéncia de
associagdo com a idade para a percentagem de ADN na cauda (r = 0,217; p=0,004) de
acordo com o coeficiente de correlagédo de Pearson. Apenas se encontraram diferencas
estatisticamente significativas para o0 momento da cauda comparando o grupo de
[20, 30[ anos com os grupos [50,60[ e + 60 anos (TABELA 20).

TABELA 20 — Efeito da idade nos parametros do Teste do Cometa (momento e
comprimento da cauda).

Comprimento
Momento da P

*
Idade (anos) n cauda* da (ca:lc;a

(min-max) .p'

(min-max)

0,49°+0,14 21,2+1,7

[20, 30[ 18 0,22 -0,76 16,8 — 24,1

0,62 ** +0,33 21,7+2,9

[30, 40l 38 0,21-1,64 16,9-30,5

0,56 *° + 0,19 21,7 +2,2

[40, 50[ 47 0,22-1,0 15,7 - 27,0

0,64°+0,24 22,4+2,7

[50, 60[ 6> 0,29-1,8 17,2-30,4

+60 . 0,74°+0,28 23,0+1,3

031-1,1 21,0-24,6

(*, média  desvio padrdo; a e b grupos homogéneos de acordo com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a 95
% de confianga; comprimento da cauda sem diferencas significativas entre os grupos de idades, de acordo com o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a 95 % de confianga; n, dimensdo da amostra)

N&o se encontraram diferencas significativas dos valores de nenhum dos parametros do

ensaio do cometa entre os grupos de fumadores e ndo fumadores, para p < 0,05.
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Nenhum dos pardmetros avaliados pelo teste do cometa apresenta alteracOes

significativas com o tempo de exposicdo (TABELA 21).

TABELA 21 — Efeito do tempo de exposicao nos valores dos parametros do Teste do
Cometa (momento e comprimento da cauda).

Tempo de exposicao

Momento da

Comprimento da

ros) " Gude o coude” /)

L A v oy e
+ +

e m O e
n +

[6, 11] 15 oo 157245
I +

[11, 21] 35 g:gg B (1) % 1272"55__ 225?0
+ +

[20, 31] 39 82; - 233 1272,’62—_ 227',21

31+ 28 g:gg : 2?71 1271,'29—i 326?4

(*, média  desvio padrdo; sem diferencas significativas de acordo com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a

95 % de confianga; n, dimensdo da amostra)
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3.3.5. Ensaio de mutag¢do no receptor do antigénio de linfocitos T (TCR-mf)

De acordo com o coeficiente de correlacdo de Pearson, a frequéncia de mutagdo do
receptor do antigénio de linfocitos T (TCR-mf ) esta relacionada de forma positiva com
a idade (r = 0,266; p = 0,002) (FIGURA 32).
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FIGURA 32 — Variacdo dos valores da frequéncia de mutagdo do receptor do antigénio
de linfocitos T (TCR—mf ) com a idade.

Os valores médios de frequéncia de mutacéo do TCR em cada faixa etéria sdo: 7,0 x10*
para [20, 30[ anos, de 12,9 x10” para [30, 40[, de 23,7 x10* para [40,50[, de 22,3 x10*
para [50,60[ e de 19,7 x10* para mais de 60 anos.

Observa-se a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
[20,30] e [30,40[ anos com todos os outros e entre si (TABELA 22 e FIGURA 33).
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TABELA 22 — Efeito da idade na frequéncia de mutacao do receptor do antigénio de

linfécitos T (TCR—mf ).

TCR-mf x10™*

Idade (anos) n (min-max)

7,0%+6,1

[20, 30 15 1,4-212
12,9°+ 14,3

[30, 40[ 33 1,4-67,1
23,7°+20,3

[40, 50[ 33 3,9-884
22,3°+17,0

[50, 60[ 42 1,9-78,1
19,7°+11,3

+60 5 4,6 —30,9

(*, média + desvio padrdo; a, b e ¢ grupos homogéneos de acordo com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a

95 % de confianga; n, dimensdo da amostra)

100,00+

80,007

60,00

TCR-mf x10-4

40,007

20,00

0,00+

T
[20-30[

T
[30-40[

T T
[40-50[ [50-60] 60 +

Idade (anos)

FIGURA 33 — Efeito do tempo de exposicao na frequéncia de mutac¢do do receptor do
antigénio de linfécitos T, TCR—mf (a, b e ¢, grupos homogéneos de acordo com o teste
nao paramétrico de Kruskal-Wallis a 95 % de confianga).
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Né&o se encontraram diferencas significativas dos valores de TCR—mf entre os grupos de

fumadores e ndo fumadores, para p < 0,05.

No que respeita ao tempo de exposicdo ndo se observam diferencas estaticamente

significativas entre quaisquer intervalos. (TABELA 23 e FIGURA 34).

TABELA 23 — Efeito do tempo de exposicdo nos valores de TCR—mf .

Tempo de exposicao

n

TCR-mf x 10™**

(anos)
n
o
+
B 1
+
AT
+
[11, 21[ 26 2;60__71;;18
+
B B Spieh
+
g 0 Yolm

(*, média * desvio padrdo; sem diferencas significativas de acordo com ANOVA a um factor a 95 % de confianga; n,

dimens&o da amostra)
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FIGURA 34 — Efeito do tempo de exposicdo nos valores de TCR—mf (sem diferencas
estatisticas de acordo com ANOVA a um factor a 95% de confiancga; as linhas verticais
representam o I.C. a 95 %).

3.4. Aplicacao do modelo de regressao linear multipla (MRLM)

Aplicou-se 0 modelo de regressdo linear multipla (MRLM) com procedimento de
optimizacdo (Pestana e Gageiro 2000). SO se consideraram os individuos com valores
validos para todas as variaveis estudadas (n = 172). Foram efectuadas analises
preliminares para assegurar que ndo se violavam os pressupostos de normalidade,
linearidade, multicolinearidade e homoscedasticidade. As variaveis consideradas como
independentes foram a plumbémia (exceptuando quando se avaliou a plumbémia como
varidvel dependente), a idade, o tempo de exposi¢cdo, 0s habitos tabagicos, 0s
polimorfismos da VDR e a existéncia de exposicdo profissional. Como foi dito, o
polimorfismo ALAD ndo foi incluido porque a maioria dos individuos apresenta o
mesmo genétipo, ALAD 1-1. As variaveis habitos tabagicos e exposicdo profissional
foram incluidas como variaveis dicotomicas enquanto que a variavel polimorfismos
VDR foi incluida como variavel binaria simulada (dummy), ou seja, apenas usando dois

dos genotipos, neste caso 0s gendtipos B-B e B-b, por comparacdo com o mais
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frequente na populacdo que serviu como grupo de referéncia — o genotipo B-b

(39,3 %), de acordo com o quadro de operacionalizagdo seguinte da TABELA 24.

TABELA 24 — Quadro de operacionalizacao das varidveis usadas no MRLM.

Preditor Codificagao
0 Nado fumador
Habitos tabagicos

1 Fumador

0 NOE
Exposi¢do profissional

1 OE

0 VDR B-b
Polimorfismos VDR B-B

1 VDR B-B

0 VDR B-b
Polimorfismos VDR b-b

1 VDR b-b

Obtiveram-se modelos estatisticamente significativos (Sig F < 0,05) para as variaveis
Pb-S, actividade da ALAD, momento da cauda, comprimento da cauda, percentagem de
ADN na cauda, percentagem de ADN na cabeca e TCR—mf (TABELA 25). Os valores
indicados pelo coeficiente de determinacgéo ajustado (R,qj) quadrado ajustado indicam a
proporcao da variavel dependente na amostra que é explicada pelo modelo. Assim pode
observar-se que o modelo explica grande parte da variacdo de Pb-S (51,4 %) e
actALAD (39,3 %) (TABELA 25).

Apresenta trés preditores para a plumbémia, nomeadamente, a exposicdo como preditor
de mais peso, seguidos da idade e do genotipo VDR B-B por comparacdo ao genétipo
mais frequente na amostra, B-b; o gendtipo b-b ndo tem influéncia em qualquer dos
marcadores estudados (TABELA 25). Para a actividade da enzima ALAD apenas ha um

preditor, a existéncia ou ndo de exposicao ocupacional.
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Para os parametros do teste do cometa em que o modelo aplicado é significativo

(momento da cauda, comprimento da cauda, % de ADN na cabeca e % de ADN na

cauda) e para a frequéncia de mutacdes do TCR (TCR—-mf), embora 0 Rag apresente

valores mais baixos, encontraram-se dois preditores, a idade (para todos eles) e os

habitos tabagicos, ser ou ndo fumador (para 0 momento da cauda, a % de ADN na

cabeca e TCR—mf).

TABELA 25 — Valores para os modelos de regressao linear multipla.

Variavel Coeficientes
arlave Radj F Sig F Preditores - it -
dependente B padronizado Sig

Exposi¢ao profissional 0,615 <0,001
Pb-S 0,514 66,240 <0,001%* Idade 0,177 0,003
Polimorfismo VDRB-B - 0,136 0,009
actALAD 0,393 104,49 <0,001* Exposigdo profissional —0,630 <0,001
Idade 0,193 0,010

* ’ 7
Momento da cauda 0,050 5,617 0,004 Habitos tabagicos 0,157 0,035
Comprimento cauda 0,020 4,603 0,033* Idade 0,161 0,033
% ADN cauda 0,042 8,575 0,004* Idade 0,217 0,004
Idade -0,220 0,003

0, * ’ 7
% ADN cabeca 0,059 6,455 0,002 Habitos tabagicos —-0,148 0,045
Idade 0,263 0,002

— * ’ 7
TCR-mf 0,093 7511 0,001 Habitos tabagicos 0,191 0,026

* p < 0,05, o modelo aplicado é estatisticamente significativo
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4. DISCUSSAO

*

O objectivo deste trabalho foi contribuir para o conhecimento dos efeitos genotoxicos
decorrentes da exposicdo a chumbo em individuos sem co-exposicdo conhecida a outros

agentes classificados como carcinogénicos (ou suspeitos de o serem).

Inicialmente pretendia-se efectuar um estudo de caso-controlo, através de uma
abordagem multipla que permitisse relacionar diferentes tipos de marcadores bioldgicos
de exposicdo: indicadores de dose interna, indicadores de efeito (sobre a sintese do

heme e genotodxicos) e indicadores de susceptibilidade (polimorfismos genéticos).

A populacdo exposta ao chumbo seria de cerca de 100 trabalhadores de unidades
industriais com exposi¢cdo aquele metal e o grupo controlo teria um ndmero semelhante
de individuos que trabalhassem nas mesmas empresas ou em outras sediadas na mesma
zona, mas sem contacto com chumbo. Cedo se percebeu que seria dificil, no que
respeitava ao grupo controlo, atingir o objectivo de igualdade no niamero de individuos
voluntérios desde logo, pela maior dificuldade de acesso a voluntarios ndo expostos
mas, também, pela menor sensibilizacdo destes para o estudo em causa, sobretudo por
ser necessaria uma colheita de sangue. Esta dificuldade era tanto maior quanto se
pretendia obter semelhanca das caracteristicas dos individuos dos dois grupos, de forma

a minorar os efeitos confundentes (como idades e factores associados a estilos de vida).

Simultaneamente, considerou-se ser pertinente aumentar o grupo de individuos
expostos, englobando todos os trabalhadores disponiveis das duas unidades fabris
contactadas. Este aumento tornou mais complicada a tarefa de encontrar controlos em
namero suficiente para formar um grupo controlo com nimero equivalente ou superior

de individuos, como € desejavel estatisticamente neste tipo de estudos.

Assim, optou-se, finalmente, por considerar o numero total de trabalhadores com
exposicdo profissional a chumbo das duas unidades fabris consideradas e adicionar o
namero possivel de pessoas ndo expostas. Ndo se conseguindo obter um namero

equivalente de controlos, pretendeu-se entdo abranger uma gama alargada de valores de
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plumbémia e tentar perceber a associagcdo entre a exposi¢do a chumbo, avaliada pelos
niveis de dose interna (plumbémia), e os marcadores de genotoxicidade escolhidos,
nomeadamente os parametros obtidos por meio do ensaio do cometa e a frequéncia de

mutacdo do receptor de células T (TCR) em leucdcitos de sangue periférico.

Assim, e diferentemente do objectivo de comparacdo entre casos e controlos como
inicialmente definido, passou a fazer-se a analise dos resultados em funcdo da
distribuicdo da populacdo em estudo segundo os niveis reais de chumbo no sangue

(independentemente da sua origem ser ou ndo profissional).

Pelas razbes ja referidas e com os objectivos definidos, concentrou-se a seleccdo de
individuos em estudo em duas unidades fabris: uma de industria quimica onde s&o
produzidos diversos produtos (entre os quais aditivos para polimeros contendo chumbo
e Oxidos de chumbo); outra onde se produzem baterias de chumbo 4&cido,
essencialmente para automoveis, a partir de ligas de chumbo e de 6xido de chumbo.

*

A avaliacdo da carga de chumbo no organismo foi feita através de um indicador de dose
interna, a concentracdo de chumbo no sangue (plumbémia, Pb-S). Com base na
plumbémia foi pesquisada a existéncia de uma eventual associacdo entre a dose interna

e os parametros escolhidos para avaliacdo dos efeitos adversos.

Este indicador biologico de exposicdo € de utilizacdo universal pela sua sensibilidade
analitica e pela existéncia de programas crediveis de controlo de qualidade na colheita,
no manuseamento e na analise das amostras (Nieboer e Fletcher 2001). A sua medicao
reflecte a exposicdo global de um individuo a um agente externo tendo em conta todas
as possiveis vias de entrada no organismo e todos 0s contextos em que a exposicao tiver
ocorrido (IEH, 1996).
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*

Para avaliacdo dos efeitos genotdxicos foram seleccionados dois testes, o ensaio do
cometa e 0 ensaio de mutacdo em TCR.

O ensaio do cometa foi escolhido por ser uma técnica rapida, sensivel e fidvel que
permite visualizar e detectar danos nas cadeias de ADN em células individuais que tem
vindo a ser extensamente utilizada na deteccdo de danos genéticos em biomonitorizacéo
humana (Fairbairn et al. 1995; Rojas et al. 1999; Kassie, et al. 2000; Olive 2002; Laffon
et al. 2005; Laffon et al. 2006; Roma-Torres et al. 2006).

O nome teste do Cometa deve-se ao facto de as células com ADN danificado
apresentarem a aparéncia de um cometa com uma cabeca, intensamente brilhante, e uma
cauda. O comprimento e a intensidade do brilho da cauda estdo relacionados com a
quantidade de rupturas na cadeia de ADN. As células com o ADN néao danificado
apresentam-se como nucleos intactos, sem cauda. Quanto maior é o dano genético
maiores serdo a intensidade do brilho da cauda (percentagem de ADN) e o comprimento
da cauda observados, verificando-se paralelamente uma diminuicdo dos valores de
todos os parametros que respeitam a quantidade de ADN na cabeca, ADN intacto. Ou
seja, quando um parametro da cauda aumenta, 0s outros parametros medidos na cauda
devem acompanhar esse aumento. Pelo contrario, os parametros medidos na cabeca irdo

variar de forma inversa, diminuindo.

Uma vez que todos estes parametros estdo correlacionados optou-se por considerar, na
avaliacdo dos resultados, apenas 0 momento e o comprimento da cauda, por serem 0s
parametros mais frequentemente referidos nos estudos publicados e 0s mais
aconselhados por investigadores especializados no teste do cometa (Kassie, et al. 2000;
Collins 2004).

Sendo aceite a existéncia de uma associacdo entre o dano genético e eventos
mutagénicos e carcinogénicos, 0 ensaio do cometa € uma técnica com grande
sensibilidade que permite identificar o efeito provocado por concentracdes baixas de
agentes genotoxicos (Fairbairn, et al. 1995; Tice 1995; Rojas, et al. 1999; Kassie, et al.
2000).
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O ensaio de mutacdo em TCR apresenta uma serie de vantagens em relacdo a outros
ensaios de mutagenicidade frequentemente usados uma vez que utiliza linfécitos do
sangue acabado de colher, logo, sem necessidade de recorrer a cultura de células
(procedimentos mais morosos). A técnica recorre a utilizacdo de anticorpos, disponiveis
comercialmente, e os resultados sdo obtidos em algumas horas. Tendo j& sido aplicado
com sucesso na deteccdo de efeitos genotdxicos de diversos compostos, o ensaio de
mutacdo em TCR permite identificar e quantificar os linfocitos que sofreram mutacéo
das cadeias a ou B do receptor das células T e, consequentemente, ndo expressam 0
complexo CD3/TCR na sua superficie (Nakamura e col. 1992 e Kyoizumi e col. 1992
citados por Garcia-Leston 2007 e Kyoizumi, et al. 1990; Akiyama, et al. 1991;
Iwamoto, et al. 1994, Ishioka, et al. 1997; Taooka, et al. 2006).

*

Para investigar diferencas de resposta a dose, eventualmente relacionaveis com
diferentes caracteristicas individuais, foram avaliados dois polimorfismos genéticos
associados aos efeitos do chumbo: o genotipo da enzima ALAD e o genotipo do
receptor da vitamina D, VDR. Estes polimorfismos representam diferencas individuais
e/ou populacionais (pre-existentes e independentes da exposicdo), que modulam a
cinética e a dindmica da substancia exdgena dentro do organismo, pelo que tém vindo a

ser utilizados como biomarcadores de susceptibilidade (IEH 1996; Sakai 2000).

Foi escolhido o polimorfismo da enzima ALAD por esta enzima se apresentar sob a
forma de trés fenotipos (ALAD 1-1, ALAD 2-2 ou ALAD 1-2) e ser sugerido que esses
trés fendtipos apresentam diferentes taxas de actividade, influenciando a forma como o
chumbo afecta o organismo humano (Wetmur, et al. 1991; Onalaja e Claudio 2000;
Sakai et al. 2000). O estudo da relacdo na amostra em estudo, entre os dados da
plumbémia e da actividade da ALAD poderia contribuir para o conhecimento sobre esse

fendmeno.

O polimorfismo do gene do receptor da vitamina D (VDR) foi estudado por este
receptor estar envolvido na absorcdo do célcio do intestino. O polimorfismo definido

pela enzima Bsml da origem a trés isoenzimas: B-B, b-b e B-b. A hip6tese de que o
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alelo B possa estar associado a um receptor menos funcional que resulte em teores mais
elevados de chumbo no sangue (plumbémias mais elevadas), de acordo com Schwartz
(Schwartz et al. 2000a e Schwartz 2000b citados por ATSDR (2007)), aumenta o

interesse do seu estudo.

*

Adicionalmente foram avaliados os biomarcadores de efeito protoporfirina-zinco (PPZ)
e actividade da enzima ALAD (actALAD), que ddo indicacdo sobre alteracdes
bioguimicas que ocorreram no organismo como consequéncia da presenca do chumbo e
que podem prenunciar efeitos prejudicais a saude ou o desencadear de processos de
doenca (Manini, et al. 2007).

A PPZ é um bom indicador biologico de efeito uma vez que, permanecendo nos
eritrocitos durante cerca de 120 dias, € indicativo da exposicdo no periodo de cerca de
trés meses anteriores a colheita (Roh, et al. 2000; Cheymol et al. 2001, Prista e col.
2004). A PPZ complementa, portanto, o conhecimento obtido pelo estudo da
plumbémia, uma vez que a Pb-S indicia sobre o risco e a PPZ mede um efeito real no

organismo.

A actividade da enzima ALAD, outro indicador bioldgico de efeito, é considerada o
parametro bioquimico mais sensivel a valores baixos de exposicdo a chumbo (Herber e
Sallé 1978). De acordo com Sakai (2000) a inibi¢do da enzima ocorre rapidamente e de
forma acentuada a valores de plumbémia entre 5 pg/dL e 50 pg/dL, tornando-se menos

evidente a valores mais elevados.

O interesse do estudo destes dois parametros prende-se com a caracterizacdo da resposta
da actividade da enzima ALAD e da PPZ a carga de chumbo do organismo, estimada
pelos valores de plumbémia, e avaliar a possivel influéncia dos diferentes
polimorfismos genéticos da ALAD e da VDR no desenvolvimento dos efeitos do

chumbo sobre o organismo, nomeadamente a nivel da genotoxicidade.
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*

A amostra final englobou 186 voluntarios do sexo masculino: 89 provenientes da
unidade fabril A e 59 da unidade B, perfazendo 148 individuos com exposicdo
ocupacional a chumbo e 38 sem exposi¢do ocupacional a chumbo.

A ndo existéncia des individuos do género feminino nos sectores de trabalho com
exposic¢do a chumbo condicionou a néo incluséo de elementos femininos no grupo sem
exposicdo profissional, desde logo afastando qualquer possivel anélise em funcdo dos
diferentes géneros.

A maioria dos individuos integrantes da amostra era ndo fumadora (64 % do total). A
comparagdo para os habitos tabagicos foi sempre feita de acordo com a categorizacao

entre fumadores e ndo fumadores.

A média de idades (total) era de 45 anos, variando entre 21 e 66 anos. Procedeu-se a
categorizacdo por cinco grupos etarios de [20,30[ anos, [30,40[ anos, [40,50[ anos,
[50,60[ anos e mais de 60 anos, para a avaliagdo do efeito da idade nos parametros
estudados. Verifica-se que 0 grupo com maior numero de individuos € o de
[50, 60[ anos (38 %) e que 31 % do total tem menos de 40 anos.

A categorizacdo por tempo de exposicdo (anos de trabalho com exposicao profissional a
chumbo) também foi feita por intervalos (seis intervalos), correspondentes a [0,1] anos,
[1,6] anos, [6,11] anos, [11,21[ anos, [20,31[ anos e 31 e mais anos. E importante
salientar que os individuos que ndo trabalham nas unidades fabris com exposicdo a
chumbo foram incluidos no grupo [0,1[ anos. Os dois grupos seguintes, [1,6[ anos e
[6,11] anos, sdo de intervalo mais pequeno que 0s restantes: apenas incluem 5 anos
cada. Em conformidade com isso, englobam menos elementos do que os outros (25 e
16 elementos respectivamente, enquanto que todos 0s restantes grupos por tempo de
exposicdo contém entre 36 e 41 elementos). Em termos de nimero de elementos poderia
fazer sentido reunir ambos num s6, mas isso faria incorrer no risco de mascarar

eventuais alteracGes presentes durante os primeiros anos de exposi¢do, antes do
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organismo se poder adaptar ao factor exposicdo. Dai a opg¢éo de 0s manter como grupos

separados.

As médias de idades dos grupos constituidos com base no tempo de exposicao tendem a
aumentar com o0 aumento do tempo de exposicdo. Esta relagdo era esperada uma vez
que o tempo de exposicdo (em anos) corresponde ao tempo a que os individuos
trabalham no sector e, de forma intuitiva, podemos concluir que sdo as pessoas mais

velhas as que, de uma forma geral, tém h4 mais tempo vida profissional activa.

*

Os dados obtidos no presente estudo revelam valores de plumbémia entre 1 pg/dL e
67 pg/dL. Entre os individuos ndo profissionalmente expostos a chumbo, o valor médio
de plumbémia foi de 3,9 pg/dL. Os valores médios de plumbémia para os trabalhadores

das unidades fabris A e B foram 30,5 pg/dL e 34,3 pug/dL, respectivamente.

Comparando esses valores com os do trabalho de Prista (2002) que avaliou 110
trabalhadores nas mesmas unidades fabris (aqui denominadas unidades A e B), verifica-
se uma menor incidéncia dos valores mais altos de plumbémia. Nesse estudo, 15 % dos
trabalhadores apresentaram valores de plumbémia superiores a 70 pg/dL e 61 %
superiores a 40 pg/dL. Ao contrario, no presente trabalho ndo se encontraram valores de
plumbémia superiores a 70 pg/dL, valor que corresponde ao limite maximo admissivel
de acordo com a legislacdo portuguesa. A percentagem de valores de plumbémia
superior a 40 pg/dL (valor ainda tido como referéncia limite para a populacdo em geral)
é inferior a daquele estudo em mais de metade (47 trabalhadores correspondendo a 25 %
do total). Esta variacdo tera sido resultado das importantes alteraces implementadas
desde 2002, em ambas as unidades fabris, que terdo conduzido a uma efectiva
diminuicdo da intensidade de exposicdo e a uma gestdo mais eficaz da vigilancia

médica.

Para a analise dos efeitos da plumbémia nos outros parametros avaliados recorreu-se a

uma divisdo por seis grupos, desta vez categorizados por intervalos de 10 pg/dL de
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plumbémia (excepto o Ultimo, de 20 pg/dL). Os grupos formados foram [0, 10[ pg/dL,
[10, 20[ pg/dL, [20, 30[ pg/dL e [40, 50[ pg/dL e [50,70] pg/dL integrando,
respectivamente, 40, 27, 43, 29, 31 e 16 individuos.

Os resultados revelam um aumento significativo da plumbémia com o aumento da idade
(r = 0,491 para p < 0,001). A anélise da variagdo por grupos etarios também revelou a
ocorréncia de um aumento estatisticamente significativo entre os dois grupos de idades
mais baixas ([20,30][ e [30,40[ anos) quando comparados com 0s outros trés, de idades
mais elevadas ([40,50][, [50,60[ e +60 anos). Isto podera ser explicado pelo facto de os
trabalhadores mais velhos corresponderem aos que trabalham com exposi¢do a chumbo

ha mais tempo.

Também a condicdo de ser fumador esta associada a niveis mais elevados da plumbemia
(p < 0,05) o que estd de acordo com o facto previamente conhecido do tabaco conter

metais pesados, entre eles o0 chumbo.

Pela aplicacdo da regressdo linear multipla verifica-se que o modelo utilizado explica
cerca de 50 % das alteracbes observadas nos valores de plumbémia, com o factor
exposicdo profissional (avaliada como sim/néo) a ter maior influéncia, seguido da idade.
Do ponto de vista das caracteristicas genéticas (estudadas), o genotipo B-B do receptor
da vitamina D tem um efeito negativo nos valores de plumbémia, por comparacdo com

os portadores do genétipo B-b.

A influéncia da exposicdo ocupacional ndo surpreende, uma vez que o biomarcador
plumbémia (Pb-S) foi escolhido exactamente por ser um bom indicador da exposicdo a
chumbo. Mas € interessante verificar que ndo se encontraram diferencas
estatisticamente significativas nos valores de Pb-S entre grupos de tempo de exposicéo,
apesar da idade ser um factor com peso no aumento de Pb-S e se ter encontrado uma

correlacdo moderada entre esses dois parametros (r = 0,680; p < 0,001).

A comparacdo dos valores de plumbémia entre os grupos com diferentes tempos de
exposicdo confirma esta apreciacdo, uma vez que apenas se verifica um aumento
significativo do primeiro grupo, [0,1[, para os outros. Entre 0s grupos subsequentes,

apesar de se verificarem algumas oscilacbes de plumbémias, ndo se encontram
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diferencas estatisticamente significativas. Sendo verdade que todos os individuos
inicialmente classificados como NOE (ou seja, sem exposi¢do ocupacional a chumbo)
ficaram todos incluidos nesta categoria, este facto apenas reforca a conclusdo acima

formulada.

Assim, é legitimo considerar-se que o simples facto de existir exposicao profissional a
chumbo da origem a valores mais elevados de plumbémia, mas, no presente caso, a

importancia desse aumento é independente dos anos de trabalho no sector.

Surpreendentemente 0 modelo ndo apontou como preditor do aumento de plumbémia a
caracteristica de ser fumador, apesar de, como dito acima, se terem encontrado
diferencas significativas entre os dois grupos. Tal dever-se-a, provavelmente, a
existéncia de uma grande dispersdo dos resultados (embora as médias difiram, em
ambos 0s grupos o valor minimo € de 1 pg/dL, sendo o valor maximo mais elevado no
grupo ndo exposto do que no grupo exposto, aproximadamente 67 pg/dL e 64 pg/dL,

respectivamente.

*

A determinacdo da PPZ ndo foi efectuada nos individuos avaliados fora das unidades
fabris por condicionamento da disponibilidade do equipamento, associado ao
conhecimento teorico prévio de que a PPZ ndo regista aumentos significativos
relacionaveis com o chumbo para plumbémias inferiores a 30 pg/dL (Roh, et al. 2000;
Prista, et al. 2004). Uma vez que ndo eram esperados valores de plumbémia desta
natureza nos individuos sem exposicdo profissional a chumbo, conclui-se ser

desnecessario tornear esta questdo.

A variacdo dos valores de PPZ com os valores de plumbémia ndo obedece ao
comportamento normal. Apresenta-se sensivelmente constante até ao valor aproximado
de 35 pg/dL, valor a partir do qual se verifica uma tendéncia para aumento com o
aumento dos valores de plumbémia, no que é acompanhada de uma maior dispersdo dos

resultados. Ou seja, para valores de plumbémia superiores a aproximadamente
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35 pg/dL, podemos encontrar individuos que apresentem valores de plumbémia muito
semelhantes e valores de PPZ extremos. Este tipo de comportamento dos valores de
PPZ esta de acordo com os referidos em Prista (2002) e Prista e col. (2004) onde €
referida alteracdo significativa da PPZ a partir de plumbémias proximas dos 40 pg/dL e,
da mesma forma, grande disperséo de resultados com base nos valores de plumbémia.

A observacdo do comportamento da PPZ entre os grupos de plumbémia confirma que o
aumento significativo se apresenta entre os grupos de [20,30[ e [30,40[ ug/dL. Aos
grupos seguintes, correspondentes a maiores valores de plumbémia, ja ndo corresponde
nenhum aumento estatisticamente significativo, o que pode ser devido a maior dispersao

dos resultados, acima referida, que fica evidente também na FIGURA 17.

Para tal influenciara o facto de a PPZ se formar na presenca de chumbo livre no sangue
para ligar a enzima ferroquelatase (Sellers, et al. 2001; Ferreira, et al. 2002; Medlock,
et al. 2007). Alias, os valores de PPZ também estdo correlacionados (coeficiente de
correlacdo de Spearman) com os valores de plumbémia (rs = 0,639; p < 0,001) o que
estd de acordo com o publicado por Gurer-Orhan e col. num estudo sobre indicadores de
exposi¢cdo a chumbo e de stress oxidativo em 20 trabalhadores expostos e 16 controlos
(Gurer-Orhan, et al. 2004). No trabalho destes autores, a associagdo encontrada é um
pouco mais elevada o que pode estar relacionado com o tamanho reduzido da amostra.
Por outro lado, em outros trabalhos, como o de Roh e col., ndo foi encontrada nenhuma
correlacdo entre os valores de PPZ e plumbémia (Roh, et al. 2000). Neste caso apenas
foram incluidos 49 trabalhadores expostos e a média de plumbémia era de 42,60 pg/dL
0 que, a luz dos nossos resultados, se explica pelo facto de a PPZ sé ter sensibilidade

para valores de plumbémia superiores a 40 pg/dL.

Também é comum nas avaliacdes de PPZ o aumento da dispersdo dos resultados com o
aumento da plumbémia (Cheymol, et al. 2001; Prista, et al. 2004). Este facto impGe a
necessidade de precaucdo na interpretacdo dos valores deste parametro, sobretudo na
auséncia do doseamento de chumbo no sangue, uma vez que um valor baixo de PPZ
(entre 25 e 30 pg/dL por exemplo) pode ndo corresponder a um valor baixo de

plumbémia.
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Né&o se encontraram variagdes significativas nos valores de PPZ entre fumadores e ndo

fumadores, nem com a idade.

As variagOes da PPZ por intervalos de tempo de exposicdo ndo apresentam significado
estatistico. Com efeito, observa-se um aumento de PPZ com o aumento do tempo de
exposicdo do grupo de [1,6] para o grupo [6,11[, mas este ndo €é estatisticamente

significativo.

Pelas caracteristicas proprias deste parametro, nomeadamente o facto de ser
influenciado pelos niveis de plumbémia dos ultimos 3 meses, ndo se esperava encontrar
outro tipo de associa¢des, com tempo de exposicao, idade ou com o0s habitos tabagicos
(Prista, et al. 2004).

¢

A variacdo dos valores de actividade de ALAD com a plumbémia também ndo obedece
a distribuicdo normal. No entanto, apesar da grande dispersao de resultados, consegue
observar-se uma descida dos valores, aproximadamente a partir dos 10 pg/dL de
plumbémia. Na analise da variacdo dos valores de actividade de ALAD por grupos de
plumbémia fica evidente que a Unica descida acentuada e estatisticamente significativa
dos valores de actividade de ALAD se d& do grupo mais baixo de plumbémia
([0,20[ pg/dL) para os outros grupos, o que indica que a inibicdo da enzima se da perto
do valor 10 pg/dL, o que esta de acordo com os trabalhos de Sakai e Morita (1996) e de
Campagna e col. (1999).

No trabalho de Gurer-Orhan e col., a actividade da enzima ALAD aparece inversa e
fortemente correlacionada com os valores de plumbémia (r = — 0,85), levando o0s
autores a indicar a actividade da ALAD como um indicador eficiente da exposicdo a
chumbo (Gurer-Orhan, et al. 2004). Duydu e col. também referem uma forte correlacéo
inversa entre esses dois parametros, num estudo em 31 trabalhadores de uma industria
de baterias (Duydu, et al. 2001). No nosso estudo encontra-se uma relagdo inversa mais
moderada entre a ALAD e a plumbémia (r = — 0,491; p < 0,001).
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Por outro lado, a aplicacdo do modelo de regresséo linear multipla exclui a plumbémia
como tendo influéncia na variacdo dos valores da actividade da ALAD, embora aponte a

exposicéo profissional como um preditor para a inibigdo da ALAD (p padronizado < 0).

Estes resultados permitem concluir que a actividade desta enzima, sendo um bom
indicador para apreciar a existéncia ou ndo de exposi¢cdo a chumbo, ndo constitui um

bom indicador de dose (quantidade de chumbo a que cada individuo esta exposto).

N&o se encontraram variagOes significativas na actividade da ALAD entre fumadores e
ndo fumadores mas, diferentemente do que foi encontrado para a PPZ, a actividade da
ALAD aparece (inversamente) correlacionada tanto com a idade como com o tempo de
exposi¢cdo, embora as associacdes sejam baixa (r = —0,372; p < 0,001) e moderada
(r =-0,489; p < 0,001), respectivamente. Estas duas informacgdes resultam, no entanto,
em informacdo redundante ja que a idade e o tempo de exposicdo (anos de trabalho)
estdo directamente correlacionadas entre elas (r = 0,680; p < 0,001), ou seja, 0s
individuos com mais tempo de exposic¢do sdao também os mais velhos. Esta descida da
actividade da ALAD seria de esperar uma vez que esta varia inversamente com o valor

de plumbémia e a plumbémia aumenta com a idade.

*

No que respeita ao polimorfismo da enzima ALAD era esperado que, de acordo com 0s
dados compilados por Kelada e col. (2001), cerca de 80 % da populacdo apresentasse o
fendtipo ALAD 1-1, 19 % o fendtipo ALAD 1-2 e cerca de 1 % da populacao tivesse o
fendtipo ALAD 2-2. Mais especificamente, num estudo efectuado em Portugal e
incluido nessa revisdo de Kelada e col., Amorim e col. encontraram frequéncias de
82,7 %, 16,5 % e 0,8 % para 0s mesmos genotipos, respectivamente (Amorim et al.
1994). Neste estudo, em individuos portugueses, esperdvamos encontrar percentagens

semelhantes as referidas por Amorim e col.

No entanto verificou-se que a grande maioria da amostra estudada apresenta um unico

polimorfismo neste gene (96,9 % apresenta o genotipo ALAD 1-1). Apenas cinco
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individuos apresentam os genotipos ALAD 1-2 e 2-2, tornando impraticavel a tentativa
de avaliar o efeito destes polimorfismos nos parametros avaliados.

Por esse motivo o polimorfismo da enzima ALAD ndo foi incluido no modelo de
regressdo linear multipla (MRLM) efectuado.

*

Em relagdo aos genotipos de VDR, as frequéncias obtidas na amostra estudada sdo de
39,3 % para 0 gendtipo B-b, 31,1 % para 0 B-B e 29,6 % para o genétipo b-b. Estes
dados sdo igualmente diferentes do esperado. De acordo com Kamel e col. (2003) o
genotipo homozigotico B-B encontra-se em cerca de 10 a 20 % da populagédo
caucasiana e, na meta-analise de Cooper e Umbach (1996) em que foram comparados 0s
resultados obtidos em 29 estudos, a frequéncia encontrada para o genétipo B-B foi de
17,2 % em populagdes caucasianas. Na nossa amostra a incidéncia do gendtipo B-B e,

portanto, bastante superior ao que estariamos a espera (31,1 %).

Apesar de ndo se encontraram diferencas estatisticamente significativas nos valores de
plumbémia tendo em conta os genétipos de VDR, no MRLM. Por ser uma variavel
qualitativa foi incluida como variavel binaria simulada (dummy), de forma a assumir
apenas os valores de 0 e 1. Usaram-se dois dos genotipos, B-B e b-b, por comparacéo
com o mais frequente na populacdo que serviu como grupo de referéncia — o gendétipo
B-b (39,3 %). Verifica-se que a presenca do genotipo B-B faz baixar os valores de
plumbémia por comparacdo com o gendtipo heterozigotico (B-b). Isto podera indiciar
que o gendtipo do VDR modifica a toxicocinética do chumbo apesar de, neste trabalho,

essa influéncia ndo se ter traduzido em diferencas estatisticamente significativas.

Segundo Schwartz e col., é a presenca do alelo B que da origem a valores mais elevados
de plumbémia (Schwartz, et al. 2000a). Num outro trabalho que avaliou, em
trabalhadores com exposicdo ocupacional a chumbo no passado, a associacdo do
polimorfismo VDR com a concentra¢do de chumbo na tibia, Schwartz e col. concluiram

que este polimorfismo modifica a forma como o chumbo é libertado do 0sso apds
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cessacdo da exposicdo, com os individuos com gendtipo b-b a mostrarem um declinio
na deposi¢do de chumbo no osso ao longo do tempo, enquanto que 0s que tinham
genotipos B-b e B-B, pelo contrério, apresentavam uma tendéncia para aumentar a taxa
de deposicdo ao longo do tempo, embora de forma mais notdria nos B-B (Schwartz, et
al. 2000b). Kamel e col. citam Zmuda e col. para explicar que o genétipo VDR podera
estar associado a alteracGes na homeostasia do célcio, uma vez que a presenca do alelo
B esta associada a um receptor para a vitamina D menos eficiente, com consequéncias
nas taxas de absorcdo e distribuicdo do calcio no organismo pelo que a absorcdo desse
ido sera menos eficiente em individuos portadores desse alelo (Zmuda, et al. 2000;
Kamel, et al. 2003). A ser valida, essa explicacdo justifica os resultados obtidos quer
neste trabalho quer nos outros referidos, uma vez que uma diminuicdo da absorcéo de

calcio facilitaria a absorgéo do chumbo assim como a sua deposi¢do no 0sso.

¢

Para o estudo dos efeitos genotoxicos, 0 consumo de tabaco é uma variavel importante a
ter em conta uma vez que o fumo de cigarro contém uma grande quantidade de
substancias mutagénicas e carcinogénicas (Hoet 1996; Smith et al. 2003). Outro factor a
ter em conta € a idade ja que uma das causas do aparecimento de mutagdes espontaneas
no ADN ¢ a existéncia de erros associados a replicacdo que aumentam com a idade,
uma vez que a frequéncia de mutacGes aumenta com o aumento do nimero de divisoes

celulares (Akiyama, et al. 1995).

O modelo de regressao linear multipla aplicado aos parametros de avaliacdo do dano
genotoxico (teste do cometa e frequéncia de mutacdo de TRC, TCR—mf) mostrou-se
valido estatisticamente sem no entanto explicar, em nenhum dos casos, mais do que 9 %
do comportamento das varidaveis. Como factores a influenciar os valores desses
parametros apenas se registam a idade, para todos, e 0 consumo de tabaco (como
varidvel dicotomica: ser ou ndo ser fumador) para 0 momento da cauda, a percentagem

de ADN na cauda e a frequéncia de mutacédo do TCR.
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Por outro lado, o estudo da relagdo existente entre as varidveis evidenciou a existéncia
de associacOes da percentagem de ADN na cabeca, da percentagem de ADN na cauda e
do TCR-mf, com a idade, embora sejam associac¢des de fraca intensidade (r = — 0,219,
p <0,005; r=0,217, p < 0,005; e r = 0,266, p < 0,005, respectivamente).

Igualmente, os valores de TCR—mf apresentam uma correlacdo positiva, embora fraca,
com os valores de plumbémia (r = 0,216; p < 0,001). Este facto podera explicar que nem
a plumbémia nem a idade aparecam como factores preditores na analise de regressao

efectuada.

Foram encontradas correlacfes fortes entre os diversos parametros do teste do cometa
(avaliacdo do dano genético) o que esta de acordo com o facto de estes parametros
serem medidos no mesmo conjunto de células e funciona como validacdo dos

resultados.

Verifica-se uma associacao inversa da idade com a percentagem de ADN na cabeca e,
como seria de esperar, a associacdo directa da idade com a percentagem de ADN na

cauda. E também directa a associacdo da idade com os valores de TCR—mf.

Contrariamente ao que se poderia esperar, tendo em conta o contetdo do fumo do
tabaco e apesar de se verificar um aumento estatisticamente significativo no grupo de
fumadores (29,4 pg/dL) em relacdo ao de ndo fumadores (24,5 pg/dL), ndo se
registaram diferencas estatisticamente significativas para nenhum dos parametros de
genotoxicidade quando se avaliou a média do grupo de fumadores contra a do grupo de
ndo fumadores, o que ndo surpreende, uma vez que 0s resultados desses mesmos
parametros também ndo evidenciaram diferencas relevantes com o aumento da

plumbémia.

Os resultados obtidos com a aplicacdo do Teste do Cometa indiciam ndo haver
alteracdes genotoxicas significativas entre os diversos grupos de plumbémia. Nem
mesmo parece existir qualquer tendéncia para aumento de dano genético, mantendo-se a
média dos valores dos parametros analisados muito semelhante em todos os grupos. A

mesma constancia de valores foi observada nos grupos por tempo de exposicéo.
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Quanto aos resultados do TCR-mf também os valores entre 0s diversos grupos sdo
estatisticamente semelhantes, quer na avaliacdo por grupos de plumbémia, quer nos
grupos por tempo de exposicdo. No entanto, o facto de estes valores serem afectados por
uma maior dispersdo, associada com o aumento dos valores de plumbémia, pode estar a
mascarar alguma influéncia deste factor nos valores, ja que, por observacao das figuras,
parece haver um aumento evidente da frequéncia de mutagdes em todos os grupos de
plumbémia quando comparados com o0s de menor concentracdo (plumbémia
< 10 pg/dL), assim como em todos 0s grupos organizados por tempo de exposicao
quando comparados com o grupo [0,1] anos de exposicao.

Considerando, assim, ndo serem conclusivos o0s resultados de mutagenecidade
(TCR—mf), devido a grande sua elevada dispersdo, o presente estudo ndo permite

atribuir um efeito genotoxico ao chumbo, considerado isoladamente.

Um estudo preliminar da presente investigacdo havia conduzido a um diferente tipo de
conclusdes (Garcia-Leston et al. 2008). Contudo, a data apenas foram contemplados os
efeitos na mutacdo do TCR e os efeitos imunotoxicos em 30 trabalhadores expostos e
em 30 controlos (estudo caso-controlo), condicdes em que foram registadas diferencas
estatisticamente significativas entre os dois grupos. A diferenca entre esses resultados e
0s agora obtidos permite equacionar a hipotese de que as conclusdes seriam diferentes
caso tivesse sido possivel aumentar o grupo de trabalhadores com baixos valores de
plumbémia (por exemplo por recurso a um grupo mais numeroso de individuos néo-
-expostos profissionalmente). Os resultados actuais poderdo, por outro lado, ser
explicados por uma hipotética variabilidade interindividual que a maior dimensdo da
amostra tenha feito sobressair. Com efeito, sendo este estudo novo na avaliacdo da

mutacdo do TCR em popula¢bes humanas, ndo pode ser comparado com outros.
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¢

No que respeita a associacdo entre a exposicdo a chumbo e manifestacbes de
genotoxicidade, alguns estudos em trabalhadores ocupacionalmente expostos
evidenciam resultados diferentes dos alcangcados com a presente investigacao.

Por exemplo, Ye e col. identificaram, em trabalhadores de uma fundigdo, uma
correlacdo positiva entre o dano genético e os valores de plumbémia, assim como entre
0 dano genético e o stress oxidativo (Ye, et al. 1999). Também Fracasso e col.,
comparando um grupo de 37 pessoas expostas ocupacionalmente com um grupo de 29
controlos, referiram ter detectado aumentos significativos do momento da cauda e da
percentagem de ADN na cauda, assim como de radicais livres (Fracasso, et al. 2002).
Danadevi e col. e Marthino-Roth e col. publicaram resultados que concluem por um
significativo aumento do dano genético que relacionaram com a exposi¢do a chumbo,
em trabalhadores de reutilizacdo de baterias (no caso do primeiro estudo) e em
trabalhadores em pintura de automoveis e recolha de baterias para reciclagem (no
segundo estudo) (Danadevi, et al. 2003; Marthino-Roth, et al. 2003). Palus e col., numa
populacdo masculina de 44 expostos e 52 ndo expostos, referem ter observado aumento
do dano genético com base no teste do cometa, acompanhado de aumento de diversos
parametros citogenéticos, como a frequéncia de micronucleos (MN), HFC e trocas de
cromatideos irmdos (SCE), ndo tendo, no entanto, verificado correlac@es significativas

entre esses parametros e os valores de plumbémia (Palus, et al. 2003).

O estudo realizado por Chen e col., tal como o presente, ndo verificou a existéncia de
correlacdo entre o dano genético e a plumbémia, assim como nao evidenciou efeitos da
plumbémia nos valores de TRC—mf (grupo ocupacionalmente exposto contra grupo ndo
ocupacionalmente exposto) — note-se que, até a data, estes foram os Unicos autores a
estudar in vivo o efeito do chumbo na frequéncia de mutacdes no TCR em populacGes
humanas (Chen, et al. 2006).

No entanto, comparando 0s estudos destes autores com o presente trabalho, é
importante referir que todos aqueles sdo estudos de caso-controlo em populagcdes mais

reduzidas e que, a excepcdo de Palus e col., nenhum forneceu informagcdo no que
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respeita a existéncia ou ndao de co-exposicdo a outras substéncias passiveis de serem
carcinogénicas — embora Palus e col. refiram a ocorréncia de exposigdo simultanea e

elevada a cadmio no local de trabalho (co-exposicdo) (Palus, et al. 2003).

A co-exposicdo a outras substdncias € muito dificil de controlar em estudos de
populagbes humanas, pelo que nem sempre é possivel determinar quais sdo os efeitos
totalmente atribuiveis a substancia que se pretende estudar. Nas industrias e postos de
trabalno em que o nosso estudo foi levado a cabo, e de acordo com o que foi
pesquisado, ndo ha conhecimento da ocorréncia de exposicdo a outros agentes
genotdxicos. Como tal, poderemos inferir que os efeitos encontrados no nosso estudo

poderdo ser atribuidos somente ao chumbo.

O estudo em que se verificam resultados com maior semelhanga aos da presente
investigacdo, no que respeita a ndo atribuicdo de genotoxicidade ao chumbo por si so, é
o de Hengstler e col. (2003). Estes autores utilizaram a técnica de elui¢do alcalina para
avaliar o dano genético numa populacdo de 78 expostos e 22 controlos (homens e
mulheres) em 10 tipos de servi¢os, tendo concluido que o dano genético se
correlacionava mais fortemente com a concentracdo de cadmio e cobalto no ar do que

com a de chumbo.

Estes e outros autores afirmam que a presenca do chumbo tem o efeito de reforcar os
efeitos genotoxicos de outros compostos carcinogénicos, tais como o cadmio e o arsénio
(Anttila, et al. 1995; Lundstrém, et al. 1997; Englyst, et al. 2001; Hengstler, et al. 2003;
Silbergeld, 2003), assumpcdo igualmente assumida pela equipa de peritos cientificos na
Monografia da IARC (2006a).

*

Os resultados do presente estudo vém reforcar esta ideia ao indiciar a auséncia de
efeitos genotoxicos decorrentes da exposicdo a chumbo por si so, apoiando a hipotese

de que o chumbo néo tera um papel iniciador no processo genotoxico.
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O chumbo podera, no entanto, agir numa fase de promogdo da carcinogénese, quando
em presenca de outros agentes com capacidade para a iniciar, potenciando 0s seus

efeitos.

Seria interessante testar esta hipOtese, nomeadamente através de um estudo que
avaliasse 0s mesmos biomarcadores de genotoxicidade desde estudo (teste do cometa e
TCR-mf) em trabalhadores com exposi¢do simultdnea chumbo e a outro(s) agente(s)

reconhecidamente carcinogénico(s), como o cddmio ou o arsénio.

Exposicdo profissional ao Chumbo: Analise da inducio de efeitos genotoxicos

169



II. ESTUDO PRESENTE
5. Conclusées

5. CONCLUSOES

Os niveis de plumbémia verificados na populacdo estudada, se comparados com dados
obtidos na mesma populacdo alguns anos antes, revelam uma reducdo significativa, o
que é concordante com o que vem sendo verificado a nivel global por forca de
alteracdes na regulagédo, no conhecimento e na implementacdo de sistemas preventivos.
Serdo, ainda, fruto de uma aposta na melhoria continua da accdo dos Servigos de Saude
e Seguranca do Trabalho das empresas em que o estudo se desenvolveu, particularmente

notdria nos Ultimos anos.

Especificamente, do trabalho desenvolvido e dos resultados obtidos serd permitido

concluir que:

1. A plumbémia é mais elevada no grupo de fumadores e eleva-se com a idade embora
de revele independente do nimero de anos de exposi¢do a chumbo. Pelo contrario, a
actividade da ALAD diminui com a idade.

2. Foram verificadas correlacbes fortes entre os diversos parametros do teste do
cometa (avaliagdo do dano genético), o que esta em consonancia com o facto de
estes parametros serem medidos no mesmo conjunto de células e permite uma
validacdo dos resultados.

3. Tanto a idade como o consumo de tabaco revelam-se como factores influenciadores
dos parametros de genotoxicidade estudados. A idade regista uma associacao
inversa com a percentagem de ADN na cabeca e, como seria de esperar, uma
associacdo directa com a percentagem de ADN na cauda. E também directa a
associacdo da idade com os valores de TCR-mf. Ndo se registaram diferencas
estatisticamente significativas para nenhum dos parametros de genotoxicidade

4. Sem exposicao simultdnea a agentes comprovadamente genotoxicos, a exposicao a
chumbo ndo parece desencadear processos de genotoxicidade.

5. Do ponto de vista da saude publica, e em particular da saude dos trabalhadores,
interessa aprofundar o conhecimento da genotoxicidade do chumbo. Na sequéncia
dos presentes resultados sdo recomendaveis, nomeadamente, estudos que avaliem o0s

processos de stress oxidativo e que incluam a comparacgdo directa entre grupos de

Exposicdo profissional ao Chumbo: Analise da inducio de efeitos genotoxicos

170



II. ESTUDO PRESENTE
5. Conclusées

trabalhadores expostos apenas a chumbo, grupos de trabalhadores com exposicéo
simultanea a chumbo e a outro(s) agente(s) carcinogénico(s) e, de preferéncia, um
terceiro grupo apenas exposto ao(s) agente(s) carcinogénico(s) considerado(s) como

co-exposi¢do no segundo grupo referido.
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IV. ANEXOS
ANEXO A. Inquérito

IV. ANEXOS

ANEXO A

g

CODIGO DE IENTIFICACAO:

NOME:

LMPRESA:

DATA; [/ /

INSTRUCOES DE PREENCHIMENTO:

| Desenhe um droulo em volta do némero comespondentes a resposta escalbida (se
preferis pode fazer uma cne)

Ex: Sexo. Masculino
‘ Mwcuino | Femnko |
\j‘)——:‘ )

2 Quando nio souber resposdes ou nio se femb da resp entho escolha 2 resposta
(NS/NL), fazendo um circulo no ndmero §, da seguirte forma

B
l A NS NL NR
- N
3. Nho utilize as resp 9c¢7(d se 2 conchasbes finais)

Muito obrigada pela sua disponibilidade ¢ colaboragdo!

Declaro que fui informado acerca do objecto de estudo e colaboro de
livre vontade,
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IV. ANEXOS
ANEXO A. Inquérito

,’/ QUESTIONARIO ToxPD

CODIGO DE IDENTIFICACAO:

KEDTA O

NaHeparmna O
Linfocnos Comnha O
DPCeSOX O Plasom O

A| Caracterizagio soclo-demogrifica

A.Iomanudommw&ammumm?”muas

2row) MwGue @ casd do eageenda (neSse cs0, 4

Nenbom 4 anos G anos 9 ancs 12a008 | Masde NENL N
trerdeha) T ana) Pera) (e | 12 08 S o
1 2 3 4 5 6 |
A 4MHaqg anos tmbahs nests empresa?
[toem | mescaset | 108 | 820 | wais | wasders [(nsne | we
1 2 3 4 5 R 9
A. 5 Nacionaldade
Patugosss | Brosters | Pancsieste | Amcens O NS NL NR
1 2 3 4 5 8 L)
Qual?,
A, 6 Elnks.
Covnasans Arecare Ao Aro-£ uroven ) 'TSM NR
= 8 9
1 2 3 4 5
Qual?
A.1Aolawdnmdbwmud-maﬂowamdecw
Yurepo) Nunca Movom fa yw Sanwe
wtace & 09 um:a NS N NR
1 2 3 4 8 9
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IV. ANEXOS
ANEXO A. Inquérito

QUESTIONARIO ToxPo

||e| Caracterizagdo de estilos de vida e de saide

8. 1 E fumador?
N oy, Ditcer de fower L e S, v de NS N MR
e fume s e T e s e 2 wwn e Comwns wveasiee
1 2 3 B 5 8 9
Se respordsu N0, passe & pergunta B. 3.
B. 2 Quantos cigars fuma por da?
4 S0 159% 20 HA NS NR
1 2 3 L} 7 8 9
B. 3 Sabe se lem de alguma dis seguintes doencas? Se sim indique quat
Hipanessds | Diabetes rasants Caxro O NS NR
1 2 3 4 5 8 9
Quat?
B. & Tem decgiss?
&m o s | |
1 2 B '
Se respondes No, passe § pergunta B.6.
B.lscﬂcdmmmdomnﬂmm?
Sn Nao N SN iR
1 2 7 8 9
8. 6 Esta com sintomas de gripe neste momento?
Sim rao NS NL NR
1 2 8 9
B. 7 Sente. neste momerdo, #Titi¢ilo na garganta?
Sm rao NISNL NS
1 2 a a9
B. 8 Esta » tormar alguma medicagio?
Si Ny NSNL R
1 2 8 El
So respondec Sim, indique.
Nome do mad Quantdade diana, ___Desde quand
Nome do s de didria, Desde .
Nome do med 0 Quantidade dara, Desde quand

»

Exposicao profissional ao Chumbo: Andlise da indugao de efeitos genotoxicos
194



IV. ANEXOS
ANEXO A. Inquérito

QUESTIONARIO ToxPb
B. 9 Nos Gi6mon 12 meses tomou feguiamenie algum ?
sm Kilo nsmL | NR
TR 2 s | o
Se respondeu Sim, ndique
Nome do med Quant dirin Quanto lempo
Nome do A Qi dibrin Quanto lempo,
B. 10 Fez aigam Raio X nos Gtimos 12 meses?
1 23 A ou s Nh—q NS NG NE
1 2 3 A 8 9
B. 11 Tomou alguma yacing nos Gitimos 12 meses?
[ sm ™ NSNL | MR
[ 3 2 8 9

Se respondey Sim ndigue quando
B. 12 Recebeu alguma tramsiusllo de sangue nos (itmos 12 meses?

8. 13 Fez algum ratamenio por quintie ou radoteraps

Sm

1

B. 14 Esteve de basts nos (itimos 6 mesas?

Se respondeu Sim ndique

Mais uma vez... muito obrigada

Sim N3
1 2
Sem Nio
1 -
b quanto bempo

8 8 |
WENL || NR

8 a
NS NAL NR

B 9
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IV. ANEXOS
ANEXO B. Resultados

ANEXO B

Apresentacédo dos resultados individuais

Comp Comp
Unidade Anos de Pb-S PPZ actALAD cabega cauda % ADN % ADN  Momento polim polim  TCR mf

ID Fabril Idade trabalho Fumador (ng/dL) (ng/dL) (U/mL) (um) (um) cabega cauda cauda ALAD VDR x10™
1001 A 47 [1,6] nao 41 113 66 11 b-b
1002 A 25 [1,6] sim 17 20 70 1;1 B-b
1003 A 50 [6,11] nao 54,9 68 30 31,79 21,74 92,88 7,12 0,76 11 b-b
1004 A 52 30+ nao 55,7 86 23 1;1 B-b
1005 A 47 [20,31] nao 29,9 30 65 31,29 19,63 95,21 4,79 0,48 11 B-b
1006 A 57 [1,6] nao 41 25 56 11 B-B
1007 A 58 [1,6] sim 17 26 49 11 B-b
1008 A 42 [6,11] nao 54,9 36 31 30,4 15,7 97,36 2,65 0,22 11 B-b
1009 A 59 30+ nao 55,7 21 79 11 B-b
1010 A 58 [20,31] nao 45,9 35 55 11 B-b
1011 A 39 [11,21] sim 24,3 23 33 30,01 17,52 97,19 2,81 0,234 11 B-b 3,04
1012 A 35 [11,21] sim 15,1 23 27 31,7 23,08 93,41 6,59 0,659 1;1 B-B 9,76
1013 A 24 [1,6] nao 8,2 23 42 33,02 21,82 95,89 4,11 0,424 1;1 B-b 8,56
1014 A 47 [6,11] nao 26 23 23 30,79 19,51 96,77 3,23 0,277 1;1 B-b 11,54
1015 A 46 [6,11] nao 36,8 58 32 32,04 20,46 95,88 4,12 0,353 1;1 B-B 9,13
1016 A 38 [1,6] sim 44,3 38 37 29,36 18,81 95,7 43 0,385 1;1 b-b 8,99
1017 A 21 [1,6] sim 25,8 21 47 31,63 21,02 95,61 4,39 0,398 1;1 B-b 21,18
1018 A 32 [11,21] sim 44,3 221 35 30,95 20,28 96,62 3,38 0,327 1;1 B-b 10,98
1019 A 41 [6,11] sim 42,7 43 36 32,53 20,33 97,55 2,45 0,231 1;1 B-B 28,28
1020 A 55 [11,21] sim 44,2 211 22 30,96 20,78 96 4 0,357 1;1 B-b
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ID
1021
1022
1023
1024
1026
1027
1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035
1036
1037
1038
1039
1040
1041
1042
1043
1044
1045
1046

IV. ANEXOS
ANEXO B. Resultados

Unidade
Fabril Idade

B 53
49
60
62
55
43
59
57
57
38
37
28
49
46
49
53
40
37
25
54
45
52
61
48
58

> » » » >» » > » > > > > > > P> P> I ® ® ©® ©® ©® ® @

Anos de
trabalho

30+
[20,31]
30+
30+
[20,31]
[11,21]
30+
[6,11]
[11,21]
(16[
[11,21]
(16[
[20,31]
[20,31]
(1,6
(1,6
[11,21]
(1,6
(1,6
[20,31]
[11,21]
[6,11]
30+
[11,21]
[20,31]

Fumador

sim
sim
nao
nao

nao

Pb-S
(ng/dL)
45,4
43
33
42
53,8
45,8
39,2
48,7
54,9
21,4
16,7
19,1
22,1
21
33,1
27
40,3
12,3
20,8
27,3
35,2
42,4
27
40,5
22,8

PPZ
(ng/dL)
103
83
22
145
260
109
82
98
179
30
29
30
46
29
28
34
103
46
27
39
36
73
28
36
19

actALAD
(U/mL)

39
36
29
27

20

21
15
10
19
21
20
16
21
27
21
17
32
25

Comp
cabeca
(um)
35,56
35,08
35,57
33,42
33,14
35,08
31,1

31,04
31,22
30,33
30,36
28,81
31,39
31,7

33,62
31,46
32,64
32,25
34,16
31,17
32,01
31,93
32,88
29,61

Comp
cauda
(um)
26,6
23,45
23,78
23,14
27,11
22,47
23,02

24,71
20,11
18,72
19,36
18,7
21,91
21,58
20,55
22
23,29
20,84
25,52
24,16
24,93
22,59
21,5
21,67

% ADN
cabeca

92,98
93,7
92,52
93,25
93,2
95,47
93,45

91,77
95,42
95,44
96,16
94,8

94,01
95,36
95,32
95,07
94,74
95,96
92,57
91,81
93,44
94,53
93,5

93,34

% ADN
cauda

7,02
6,3
7,48
6,75
6,8
4,53
6,56

8,23
4,58
4,56
3,84
5,2
5,99
4,64
4,68
4,94
5,26
4,04
7,44
8,19
6,56
5,47
6,5
6,66

Momento
cauda

0,79
0,688
0,838
0,766
0,741
0,514
0,613

0,91
0,43
0,4
0,36
0,47
0,58
0,46
0,47
0,48
0,61
0,41
0,8
0,87
0,68
0,57
0,64
0,61

polim
ALAD

1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;2
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
2;2
1;1
1;1

polim
VDR

B-b
B-B
B-B
b-b
B-b
B-B
B-b
B-B
B-b
b-b
B-B
B-B
b-b
B-b
B-b
b-b
B-B

TCR mf
x10

10,84
5,26
25,54
10,84
16,53
3,96
1,89

11,5
7,51

5,59
12,57

8,75

29,85

47,11

29,99
12,46
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IV. ANEXOS
ANEXO B. Resultados

Comp Comp
Unidade Anos de Pb-S PPZ actALAD cabega cauda % ADN % ADN  Momento polim polim  TCR mf

ID Fabril Idade trabalho Fumador (ng/dL) (ng/dL) (U/mL) (um) (um) cabega cauda cauda ALAD VDR x10™
1047 A 39 [1,6] sim 23,1 33 26 32,7 30,51 86,4 13,6 1636 11 B-b
1048 A 35 [11,21] sim 45 53 24 30,1 18,29 96,25 3,75 0,34 1;1 B-b 15,71
1049 A 59 30+ nao 26 29 20 29,69 19,74 94,44 5,57 0,53 11 b-b 17,39
1050 A 44 [1,6] sim 30,4 31 20 33,12 26,23 91,73 8,27 0,86 1;1 B-B
1051 A 56 30+ sim 34,4 53 33 29,46 18,26 95,49 4,51 0,42 1;1 B-B 12,24
1052 A 48 [20,31] nao 31,5 26 18 30,71 21,16 93,97 6,03 0,61 11 B-b
1053 A 50 [20,31] sim 25,2 25 15 31,47 22,83 93,73 6,27 0,61 11 B-B
1054 A 51 [20,31] nao 52,9 23 16 32,35 23 94,59 5,41 0,55 1;2 B-b
1055 A 44 [11,21] sim 40,7 27 20 31,89 22,77 94,77 5,23 0,55 11 B-b 55,63
1056 A 46 [11,21] nao 23,4 28 21 31,41 22,88 93,47 6,53 0,7 11 B-B 75,4
1057 A 40 [11,21] sim 33 26 21 30,54 21,16 94,71 5,29 0,5 11 B-B 20,84
1058 A 57 [20,31] nao 46,6 61 21 32,16 24,06 93,65 6,35 0,65 11 B-B
1059 A 56 [20,31] nao 52,2 60 19 32,17 25,05 93,07 6,93 0,77 11 B-b 24,9
1060 A 54 [20,31] sim 29,7 30 19 30,6 21,76 93,3 6,7 0,71 11 B-B
1061 A 66 [6,11] sim 29 29 15 32,09 24,17 91,19 8,81 1,11 2;2 b-b 26,38
1062 A 38 [1,6] nao 12,5 30 63 31,37 20,46 95,17 4,83 0,46 b-b 9,23
1063 A 46 [1,6] nao 17,7 18 62 30,93 22,58 93,43 6,57 0,73 b-b 6,25
1064 A 53 [20,31] nao 35,7 28 36 31,43 21,73 93,13 6,87 0,69 b-b 32,44
1065 A 47 [20,31] sim 35,9 29 27 31,59 23,82 92,12 7,89 0,9 B-b 21,22
1066 A 33 [11,21] sim 17,5 27 59 33,74 22,79 94,71 5,29 0,54 B-B 51,11
1067 A 57 [11,21] sim 36,2 29 40 33,23 23,94 93,18 6,82 0,75 B-b 14,51
1068 A 52 [1,6] sim 23,3 33 38 32,62 24,22 94,06 5,94 0,66 B-b 76,89
1069 A 54 [11,21] sim 38,7 101 56 32,51 22,38 93,09 6,91 0,76 B-B 12,25
1070 A 49 [20,31] nao 15,9 24 38 35,1 27,04 91,47 8,53 1,01 b-b 37,51
1071 A 61 30+ nao 41 22 21 30,73 24,6 90,77 9,23 1,02 B-b 30,9
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IV. ANEXOS
ANEXO B. Resultados

Comp Comp
Unidade Anos de Pb-S PPZ actALAD cabega cauda % ADN % ADN  Momento polim polim  TCR mf

ID Fabril Idade trabalho Fumador (ng/dL) (ng/dL) (U/mL) (um) (um) cabega cauda cauda ALAD VDR x10™
1072 B 59 30+ nio 43,3 29,19 20,24 95 5 0,43 B-B 24,41
1073 B 50 [20,31] sim 63,8 30,03 21,5 93,46 6,54 0,66 B-b 47,68
1074 B 44 [20,31] sim 49,5 64 33,9 26,06 92,11 7,89 0,88 1;1 B-B
1075 B 33 [11,21] sim 40,3 44 34,89 26,42 89,76 10,24 1,27 1;1 B-b
1076 B 52 30+ sim 11,3 36 33,41 25,58 92,28 7,72 0,88 1;1 B-B
1077 B 47 [20,31] nao 20,8 57 1;1 B-B
1078 B 56 30+ sim 13,8 42 37,81 30,43 89,47 10,53 1,37 11 b-b 44,72
1079 B 56 [20,31] nao 56,6 41 31,2 24,11 92,9 7,1 0,74 11 b-b
1080 B 51 30+ nao 41,4 54 30,18 23,37 92,78 7,22 0,72 11 B-b 11,77
1081 B 50 [20,31] nao 41,4 60 30,57 20,78 95,59 4,41 0,42 11 B-B 23,93
1082 B 45 [20,31] sim 34,3 47 29,11 19,3 94,96 5,04 0,45 11 b-b 23,92
1083 B 44 [11,21] sim 32,3 69 30,61 21,41 94,65 5,35 0,53 11 B-b 35,16
1084 B 61 30+ nao 42,1 64 29,87 21,6 93,85 6,15 0,58 11 b-b
1085 B 47 [20,31] nao 59,9 40 30,14 22,23 93,19 6,81 0,75 11 B-b 88,41
1086 B 56 30+ sim 18,7 64 30,33 21,85 93,71 6,29 0,64 11 B-B 78,12
1087 B 57 [20,31] nao 26,2 52 29,63 21 94,51 5,49 0,49 11 B-b 22,58
1088 B 55 [11,21] nao 21,3 68 29,58 20,03 95,1 4,9 0,45 11 b-b 44,22
1089 B 46 [20,31] nao 29,9 76 30,1 22,01 93,82 6,18 0,61 1;1 B-b 28,08
1090 B 48 [20,31] nao 16,6 40 28,7 21,33 93,01 6,99 0,66 1;1 B-B 21,1
1091 B 52 30+ sim 19,3 56 29,7 21,46 94,09 5,91 0,56 1;1 B-b 26,53
1092 B 48 [20,31] nao 29 38 30,26 21,14 94,78 5,22 0,48 1;1 B-B 15,43
1093 B 51 [11,21] nao 32,1 69 31,07 22,83 93,71 6,29 0,62 1;1 B-B
1094 B 45 [20,31] nao 50,3 52 30,49 20,63 94,88 5,12 0,51 1;1 b-b 5,02
1095 A 59 30+ nao 23,3 25 32 31,05 22,31 93,3 6,7 0,69 1;1 B-b
1096 A 37 [11,21] nao 20,8 25 32 31,51 24,24 92,9 7,1 0,73 1;1 b-b
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ANEXO B. Resultados

Comp Comp
Unidade Anos de Pb-S PPZ actALAD cabega cauda % ADN % ADN  Momento polim polim  TCR mf

ID Fabril Idade trabalho Fumador (ng/dL) (ng/dL) (U/mL) (um) (um) cabega cauda cauda ALAD VDR x10™
1097 A 58 [6,11] sim 31,3 31 40 30,19 21,25 94,43 5,57 0,58 11 B-b 16,98
1098 A 42 [11,21] sim 13,5 22 37 29,83 20,42 95,52 4,48 0,4 1;1 b-b
1099 A 40 [6,11] nao 26,8 50 33 31,16 22,98 92,95 7,05 0,74 11 b-b
1100 A 50 [20,31] nao 19,9 22 33 32,96 23,87 93,18 6,83 0,87 11 B-b
1101 A 49 [20,31] sim 27,2 26 29,42 19,16 94,71 4,34 0,41 1;1 b-b
1102 A 24 [6,11] nao 26,7 28 31,71 22,28 93,97 6,03 0,63 11 B-B
1103 A 53 [6,11] sim 47,1 179 130,7 31,28 19,28 94,3 5,7 0,7 11 B-b
1104 B 42 [11,21] sim 50,8 33 11 b-b
1105 B 53 30+ nao 40,3 22 28,89 20,49 95,42 4,58 0,37 11 b-b 11,48
1106 B 52 30+ nao 35,2 29,53 19,23 96,27 3,73 0,34 11 B-b
1107 B 58 30+ nao 17,8 35,5 28,4 22,37 93,82 6,18 0,59 11 B-B 19,44
1108 B 39 [11,21] nao 8,8 30,62 22,6 95,81 4,19 0,39 b-b
1109 B 44 [20,31] sim 23,8 31,19 21,61 95,51 4,49 0,42 B-b
1110 B 42 [11,21] sim 45,7 82,9 30,03 21,59 95,43 4,57 0,39 11 B-B 8,05
1111 B 44 [1,6] sim 61,2 29,67 21,21 94,07 5,94 0,62 11 b-b 10,42
1112 B 52 [1,6] nao 67,2 24,5 32,8 23,79 94,37 5,64 0,52 11 b-b 21,54
1113 B 59 30+ nao 28,7 30,11 21,31 95,95 4,05 0,41 11 b-b 7,43
1114 A 57 30+ nao 18,2 29 29,62 19,25 95,51 4,49 0,38 1;1 B-B
1115 A 39 [1,6] nao 23 25 49,8 31,37 20,97 95,39 4,61 0,44 1;1 B-B
1116 A 50 [11,21] nao 38 85 45,5 29,84 21,69 93,35 6,65 0,62 1;1 b-b
1117 A 58 30+ nao 27,7 32 30,5 19,26 93,2 6,8 0,65 1;1 B-B
1118 A 54 [20,31] nao 31,2 91 22,7 28,68 22,68 91,69 8,31 0,79 1;1 B-b
1119 A 54 [11,21] sim 34,9 30 112,8 30,83 29 84,88 15,12 1,76 1;1 B-B
1120 A 54 [6,11] nao 34,7 39 40,3 28,28 18,26 93,93 6,07 0,5 1;1 B-B
1121 A 57 [20,31] sim 44,3 49 28,8 28,53 22,27 91,36 8,64 0,77 1;1 B-b
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ANEXO B. Resultados

Comp Comp
Unidade Anos de Pb-S PPZ actALAD cabega cauda % ADN % ADN  Momento polim polim  TCR mf

ID Fabril Idade trabalho Fumador (ng/dL) (ng/dL) (U/mL) (um) (um) cabega cauda cauda ALAD VDR x10™
1122 A 49 [20,31] sim 36,6 32 29,08 19,14 95,38 4,62 0,41 1;1 B-b
1123 A 56 [1,6[ sim 26,7 23 86,6 29,65 19,38 94,53 5,47 0,48 1;1 BB 11,17
1124 A 27 [6,11] sim 39,4 90 29,24 22,3 93,37 6,63 0,62 1;1 b-b 7,27
1125 A 53 [11,21] nio 21,1 85 66,8 29,63 25,08 92,23 7,78 0,77 B-b 27,37
1126 A 43 [11,21] nio 27,1 30,26 22,25 92,48 7,52 0,73 1;1 B-b 3622
1127 A 39 [11,21] hio 8,4 24 29,2 24,48 88,23 11,77 1,51 1;1 B-B 7,92
1128 A 37 [11,21] sim 28,9 24 22,1 31,47 23,23 91,38 8,62 0,91 11 b-b 12,53
1129 A 58 [11,21] nao 23,4 36 28,43 24,81 91,13 8,87 0,85 11 B-B 9,63
1130 A 25 [1,6] sim 17,9 22 31,01 23,44 93,1 6,9 0,67 11 B-B 20,92
1131 A 52 [11,21] sim 21,4 23,5 28,95 23,37 89,56 10,44 0,94 11 B-B 10,43
1132 A 47 [6,11] nao 24,4 29 68,2 29,83 21,01 95,12 4,88 0,45 11 B-B 12,96
1133 B 37 [11,21] nao 45,3 122 15,5 28,25 242,21 92,06 7,94 0,84 11 b-b 8,32
1134 B 46 [20,31] sim 32,3 25 27,07 22,05 94,59 5,41 0,48 11 b-b 12,72
1135 B 50 [20,31] nao 35,1 65 22,1 27,96 22,69 93,11 6,9 0,62 11 b-b 8,93
1136 B 53 [20,31] nao 24,9 12 11,8 28,7 22,56 94,67 5,33 0,47 11 B-b 10,03
1137 B 58 30+ nao 52,5 163 26,2 29,57 21,32 95,67 4,33 0,37 11 b-b
1138 B 61 30+ nao 43 48 28,2 20,97 96,3 3,7 0,31 11 B-b 4,62
1139 B 29 [6,11] nao 5,4 15 28,3 27,88 21,41 96,7 3,3 0,22 1;1 B-B
1140 B 53 30+ nao 19,5 18 11,3 29,23 23,39 95,01 4,99 0,49 1;1 B-B 6,05
1141 B 55 30+ nao 15,7 26 30 29,07 22,71 93,27 6,73 0,67 1;1 B-b 17,49
1142 B 50 [11,21] sim 13,9 20 92,2 27,47 19,71 92,75 7,25 0,63 1;2 B-b 294
1143 B 41 [1,6] nao 18,1 22 40 29,73 20,82 95,1 49 0,45 1;1 B-B
1144 B 58 [20,31] nao 32,7 26 73,7 29,05 17,63 96,62 3,38 0,29 1;1 b-b 35,88
1145 B 46 [20,31] nao 24,7 15 119,1 28,37 18,72 95,51 4,49 0,37 1;1 B-b 20,82
1146 B 46 [20,31] sim 21,9 17 80,6 30,61 23,28 93,16 6,84 0,69 b-b
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ID
1147
1148
1149
1150
1151
1152
1153
1154
1155
1156
1157
1158
1159
1160
1164
1166
1167
1168
1170
1171
1172
1173
1174
1175
1176

IV. ANEXOS
ANEXO B. Resultados

Unidade
Fabril

B

B

B
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE

Idade
52
36
56
39
34
27
36
36
43
32
52
32
29
55
39
29
40
35
49
32
30
33
29
26
30

Anos de
trabalho

30+
[16[
30+
[01]
[01]
[01]
[01]
[01]
[01]
[0,1]
[0,1]
[0,1]
[0,1]
[0.1]
[0.1]
[0.1]
[0.1]
[0.1]
[0.1]
[0.1]
[0.1]
[0.1]
[0.1]
[0.1]
[0.1]

Fumador

Pb-S
(ng/dL)
24,1
8,5
24,1
6
4,9
6,6
4,8
2,7
3,7
10,3
11,5
3,7
4,5
5,7
2,5
1,2
1,7

4,4
1,1

5,2
2,2
8,6

PPZ
(ng/dL)
29
20
18

actALAD
(U/mL)

85,7
141,9
82,8
93,5
103,1
85,2
85,9
83,3
133,1
93,6
81,9
57,8
101,5
106,2
93,5
40,6
52,7
80,2
7,9
139,2
85,9
85,4
108,5
92,8
86,1

Comp
cabeca
(um)
29,71
29,88
27,74
29,47
29,4
33,34
34,21
35,55
33,75
33,1
30,26
30,23
30,73
32,27
30,06
32,04
29,66
30,17
33,99
30,94
29,6
31,03
32,6
31,03
31,1

Comp
cauda
(um)
17,62
16,94
17,18
18,2
20,36
21,44
24,42
27,56
24,88
24,42
22,1
20,27
20,74
28,57
22,95
22,68
20,51
22,38
25,89
239
21,06
22,72
24,07
21,29
21,11

% ADN
cabeca

96,06
97,37
96,42
96,19
94,79
94,66
91,85
90,51
92,74
92,44
94,03
94,53
95,25
88,85
92,89
93,44
94,76
94,57
92,17
93,24
93,59
93,07
92,53
94,52
95,58

% ADN
cauda

3,94
2,63
3,59
3,81
5,21
5,35
8,15
9,49
7,26
7,57
5,97
5,47
4,75
11,15
7,11
6,56
5,24
5,43
7,83
6,76
6,41
6,93
7,47
5,48
4,43

Momento
cauda

0,33
0,21
0,3
0,32
0,47
0,54
0,97
1107
0,78
0,36
0,55
0,51
0,42
1197
0,68
0,67
0,47
0,52
0,88
0,66
0,61
0,71
0,76
0,54
0,43

polim
ALAD

1;1
1;1
1;1

1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1

1;1
1;1

1;1
1;1
1;1

1;1
1;1
1;1

polim
VDR

B-B
B-B
B-b

b-b
B-B
B-B
B-B
b-b
b-b
b-b
B-b
B-B
B-B
b-b
B-B
B-b
B-b
B-b
b-b
B-B
B-b
B-b

TCR mf
x10

23,4
3,59
20,17
1,39
23,82
5,26
9,89
35,79
42,82
17,98
43,7
67,07
4,01
2,42
6,17
4,98
3,89
20,22
29,31
4,59
26,96
3,34
2,3
8,18
4,33
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ID
1177
1178
1179
1180
1181
1187
1188
1190
1191
1192
1193
1194
1195
1196
1197
1198

IV. ANEXOS
ANEXO B. Resultados

Unidade
Fabril

NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE
NOE

Idade

32
24
27
30
33
52
42
30
33
30
41
27
29
35
34
29

Anos de
trabalho

[01]
[01]
[01]
[01]
[01]
[01]
[01]
[01]
[01]
[0,1]
[0,1]
[0,1]
[0,1]
[0.1]
[0.1]
[0.1]

Pb-S
(ng/dL)

7
46
2,1
2
2,1
14,5
1,9
1,5
2
2
3,5
1,5
1,3
1,1
1,7
2,5

actALAD
(U/mL)

120,3
125,7
140
114,6
108,8
70,1
128,3
83,2
82,8
68,3

43,2
79,6
92
98,1
121

Comp
cabeca

(um)
31,98
32,04
32,94
31,64
31,43
28,74
28,93

28,9
28,92
28,79

29,5
29,01
28,07
29,64

26,5

Comp
cauda
(um)
22,2
22,33
19,05
18,29
18,47
24,29
20,71

19,55
20,36
19,26
19,75
21,42
21,08
19,38
16,82

% ADN
cabeca

95,8
95,34
96,65
96,37
97,27
93,56
95,03

94,7
94,1
96,22
96,08
95,38
92,01
93,63
95,18

% ADN
cauda

4,2
4,67
3,35
3,63
2,73
6,44
4,98

53
59
3,78
3,92
4,62
8
6,38
4,82

Momento
cauda

0,37
0,45
0,31
0,32
0,25
0,62
0,41

0,5

0,5

0,35
0,34
0,47
0,84
0,63
0,48

polim
ALAD

1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1
1;1

polim
VDR

B-B
b-b
B-b
b-b
b-b
b-b
b-b
B-b
B-b
B-b
b-b
B-b
B-b
b-b
b-b
B-b

TCR mf
x10

4,63
2,47
3,72
2,34
10,75
7,73
8,92
13,53
4,21
4,13
4,32
1,41
3,03
3,39
5,31
6,35
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