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Limites de aplicabilidade da determinacao
do acido A-aminolevulinico urinario

como teste screening na avaliacao da
intoxicagao profissional pelo chumbo

Applicability limits of urinary A-aminolevulinic
acid as a screening test to evaluate professional
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1 Centro de Estudos da Saide ~ Abstract The relationship between concentrations of ALA-U and Pb-S for two groups of work-

ZZZZEZ%‘:?Z;A’;CZ’;EZ ers is reported. The first group consisted of workers from a telephone company, and the second,
de Satide Publica, of workers from battery factories with average Pb-S equivalent to 17,3 ug/dl (6,2-39,4) and 61,5
Fundacao Oswaldo Cruz. ugl/dl (41,1-91,0), respectively. The aim of this study was to evaluate the utilization of ALA-U
%“rlgz‘l’szz"]i’;ls:jxjii levels as a screening test for different levels of lead in blood by means of High Performance Liq-
RJ, 21045-900, Brasil. uid Chromatography (HPLC) and of spectrophotometry. A significant correlation was found be-

tween measured ALA and levels of blood lead (R = 0,739 — first group; R = 0,902 — second group;
p < 0,001). The validity of ALA-U test to evaluate different levels of lead in blood was also stud-
ied. By using ALA levels of 3 mg/g creatinine as a threshold to detect levels of lead in blood equal
to or higher than 20 ug/dl, the test results, for the workers in the first group, showed sensitivity of
92% and specificity of 90%. In both groups, the false positives as well as the false negatives were
lower than 10%, which was enough to validate the test.
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Resumo A aplicabilidade da determinagdo da concentragdo do dcido A-aminolevulinico uri-
ndrio (ALA-U) no controle da satide de trabalhadores expostos ocupacionalmente ao chumbo foi
realizada em dois grupos de trabalhadores. Os valores médios de Pb-S para os dois grupos foram
17,3 ugl/dl (6,2-39,4) e 61,5 ugl/dl (41,1-91,0), respectivamente. As concentragoes de ALA-U foram
determinadas por HPLC e por espectrofotometria. Uma correlagdo significativa (p<0,001) foi ob-
tida, relacionando-se os valores de ALA/HPLC com os de Pb-S (R = 0,739 para o primeiro grupo;
R = 0,902 para o segundo grupo). Também foi avaliado o teste de ALA-U como indicador de dife-
rentes concentragoes de chumbo no sangue. Adotando-se a concentra¢do de ALA-U de 3 mg/g de
creatinina como limite para detectar concentragoes de Pb-S iguais ou maiores que 20 ug/dl, o
teste mostrou uma sensibilidade de 92% e uma especificidade de 90%. Em ambos os grupos estu-
dados, tanto o niimero de falsos positivos como o de falsos negativos foram inferiores a 10%, sen-
do, portanto, suficientes para validar o teste.

Palavras-chave Intoxicagdo por Chumbo; Acido Aminolevulinico; Exposi¢cdo Ocupacional;
Satide Ocupacional
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Introducéao

O chumbo é um elemento especialmente im-
portante em satide ocupacional, devido a sua
ampla utilizacdo em processos industriais e
sua toxicidade aguda e cronica. Por ser alta-
mente resistente a corrosdao atmosférica e a
acao de acidos, especialmente o sulftirico, este
metal € muito utilizado em construgdes, na fa-
bricacdo de baterias chumbo-dcidas, na fabri-
cac¢do de produtos quimicos, tubos, conexdes e
como envoltério de cabos telefonicos e outros.
Desta forma, casos de intoxicacao ocupacional
causados pelo chumbo sao bastante comuns,
sendo denominados intoxicacao profissional
pelo chumbo (IPCH). Apesar da caréncia de
dados brasileiros sistematizados, alguns estu-
dos isolados tém demonstrado uma alta preva-
léncia destes casos em nosso pafs. A intoxica-
¢ao profissional pelo chumbo, por ser uma do-
enca grave, incapacitante e de grande incidén-
cia ocupacional, é considerada um problema
de saude publica, sendo passivel de prevencao
através da adocdo de processos de higiene in-
dustrial e equipamentos de protecdo coletiva
(ATSDR, 1990).

A toxicidade do chumbo se manifesta prin-
cipalmente em quatro sistemas: gastrointesti-
nal, renal, nervoso e hematopoiético, sendo es-
te dltimo de grande importancia no monitora-
mento biolégico a exposicdo a este metal. O
principal efeito do chumbo neste sistema é a
reducdo dos niveis do grupo prostético heme,
causado pela inibicdo de algumas enzimas uti-
lizadas na sintese da hemoglobina, devido a li-
gacdo do metal a enzima 4cido 8-aminolevuli-
nico desidratase (ALA-D), causando o acimulo
do dcido delta aminolevulinico (ALA) no san-
gue e na urina (Alessio & Fod, 1983; ATSDR,
1990; Landrigan, 1989; Paolielo et al., 1993).
Deste modo, a determinacado da concentragao
do acido A-aminolevulinico urinario (ALA-U)
tem sido proposta para o monitoramento da
exposicdo ocupacional ao chumbo, paralela-
mente aos niveis do metal no sangue (Pb-S).

Alguns autores tem sugerido a utilizacao do
ALA-U como teste screening para se estudar a
intoxicacdo humana pelo chumbo, por ser um
método nao-invasivo, causando o minimo de
desconforto, e por utilizar uma matriz biolégi-
ca de fécil coleta e andlise. A utilizacdo de mé-
todos mais sensiveis para a determinacao des-
te metabdlito em fluidos biolégicos tem possi-
bilitado a deteccdo cada vez mais precoce dos
casos de intoxicacdo pelo chumbo onde ainda
ndo sdo observados sinais e/ou sintomas da in-
toxicacao. A utilizacao da Cromatografia Liqui-
da de Alta Performance (HPLC) como método
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analitico, ao invés do método espectrofotomé-
trico, comumente utilizado no Brasil, represen-
ta um sensivel avanco nesta determinagao, por
incorporar uma etapa prévia de separacao cro-
matogréfica e, assim, diminuir a interferéncia
causada por outros compostos como aminoa-
cetonas, presentes na urina (Hennekens & Bu-
ring, 1987; Simmonds et al., 1995; Tabuchi et
al., 1989).

Estudos realizados com algumas atividades
profissionais e em ambientes de trabalho no
Brasil ttm demonstrado valores elevados de
chumbo no ar-ambiente de locais onde se uti-
liza este metal (acima de 0,1 mg/m3), resultan-
do em um grande percentual de trabalhadores
contaminados com niveis sangiiineos acima de
25 ug/dl (Araujo et al., 1999). E importante res-
saltar que problemas de satide tém sido asso-
ciados mesmo a estes niveis de chumbo no
sangue (ATSDR, 1990).

Material e métodos

Os niveis de Pb-S e de ALA-U foram determi-
nados em amostras de sangue e urina de 82
trabalhadores expostos ao chumbo em dois ti-
pos de atividades, dos quais 65 trabalhavam co-
mo cabistas de uma companhia telefénica e 17
em fdbricas de baterias, localizadas na regiao
do Grande Rio. Dentre os cabistas, a populaciao
estudada é composta de homens adultos, com
idade na faixa de 35 a 56 anos (x = 46), com tem-
po de servico na empresa variando entre cinco
e 30 anos (x = 20), sendo que 63,2% dos traba-
lhadores ocupam a mesma funcao hd mais de
dez anos. A populacao das fdbricas de baterias
estudada é composta por homens adultos que
pertenciam ao setor de montagem (drea consi-
derada de maior risco), com idade na faixa de
24 a 28 anos (x = 26), com tempo de servigo va-
riando de quatro semanas a seis anos.

Os niveis de ALA-U foram determinados por
dois métodos: HPLC e espectrofotometria UV.

Nas andlises por HPLC, o método utilizado
foi o recomendado por Ogata & Taguchi (1987)
modificado, que consiste no uso de metilace-
toacetato na etapa de condensacao e formacao
do ALA-pirrol e do N-butanol para diminuir o
ntmero de interferentes encontrados na urina,
impedindo a formacao de outros pirréis. Todas
as determinacdes foram realizadas com o uso
de um cromatégrafo, HP modelo 1090, equipa-
do com vdlvula de injecdo Rheodine com dete-
tor espectrofotométrico no ultra-violeta/visi-
vel tipo Diode-array.

O seguinte procedimento foi adotado nare-
alizacdo destas andlises: a 1 ml de urina foram



adicionados 0,2 ml de solucdo de dcido acético
(60%) e 2 ml de N-butanol. A separagao das fas-
es organica e aquosa foi realizada por centrifu-
gacdo por trés minutos a 2.000 rpm. A fase aqu-
osa foram acrescentados 0,5 ml de solucgao
tampao fosfato (pH = 6,8) e 0,1 ml de metilace-
toacetato. A mistura foi aquecida a 1000 C por
dez minutos e apdés resfriamento foi injetada
no HPLC. Curvas analiticas foram preparadas
utilizando-se solu¢des-padrdo nas concentra-
¢oes de 2,5, 5, 10, 20 e 40mg/l, preparadas a
partir de uma solucdo-padrao estoque de 1g/1
do cloridrato de ALA.

As seguintes condi¢bes operacionais foram
utilizadas: fase mével: acetonitrila/solucao de
KH2PO4 50 mM a pH 2,5 ajustado com &4cido
fosférico (proporcao de 20:80); velocidade de
fluxo: 1,0 ml/minuto; coluna: fase reversa C 18
(15 cm/4,6 mm); deteccdo UV a 260 nm; tem-
peratura 400 C; loop de 50 pl.

Estudos de recuperacao, sensibilidade e re-
produtibilidade do procedimento analitico fo-
ram realizados, obtendo-se valores médios de
90 +/- 2% de recuperacdo trabalhando-se com
amostras de urina as quais se adicionou ALA
até obter-se concentracoes de 2, 5, 10 e 40 mg/1.
As reprodutibilidade inter e intra ensaios fo-
ram determinadas utilizando-se as mesmas
concentragdes, e os coeficientes de variacao
obtidos foram sempre inferiores a 10%.

O limite de deteccao do método utilizado
(30) foi estimado em 0,92 pg/ml. As determi-
nacoes espectrofotométricas de ALA-U foram
realizadas de acordo com o método descrito
por Tomokumi & Ogata (1980, apud Tabuchi et
al., 1989), que se baseia na formacdao de um
composto colorido na reacao entre o ALA-pir-
rol e o reativo de Erlich modificado, sendo a
absorvancia resultante medida a 532nm. Para
isto, foi utilizado um espectrofotémetro Shi-
madzu 160 A.

Foram realizadas andlises dos coeficientes
de variacao, assim como estudos de recupera-
cdo e reprodutibilidade. Obteve-se, em média,
89% de recuperacdo para as concentracoes de
2,5, 10 e 40 mg/l. As reprodutibilidades inter e
intra ensaios foram determinadas para as mes-
mas concentracdes, com coeficientes de varia-
cao inferiores a 12%. O limite de deteccao do
método foi estimado em 2pg/ml.

Resultados e discussiao

A avaliacao e interpretacdo dos resultados teve
como base os valores de referéncia obtidos no
estudo da populacado nado exposta da cidade de
Londrina, Parand (Okayma et al., 1990), que
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sdo: Pb-S até 14,7 png/dl e ALA-U igual a 5,3
mg/g de creatinina (mg/g cn).

Os resultados obtidos no estudo compara-
tivo entre os métodos, cromatogréfico (HPLC)
e espectrofotométrico, utilizados neste traba-
lho é mostrado na Figura 1. Como pode ser ob-
servado, o método cromatogréfico demonstrou
maior especificidade, principalmente em bai-
xas concentracoes de Pb-S, categorizando uma
porcentagem maior de individuos abaixo de
4,5 mg/g cn de ALA-U, adotado como ponto de
corte.

A correlacao entre os resultados obtidos pe-
los dois métodos foi boa (r = 0,968, p = 0,001),
como pode ser observado na Figura 2.

Tanto as concentracdes de Pb-S quanto as
de ALA-U determinadas neste estudo distri-
buiram-se em uma ampla faixa (Pb-S entre 6,2-
91,0pg/dl; ALA-U entre 1,0-43,9 mg/g/cn e 2,0-
35,9 mg/g cn, para os dois grupos estudados).

Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados
das concentragoes de Pb-S e de ALA-U, organi-
zados em grupos, utilizando-se os resultados
obtidos pelos dois métodos. O primeiro grupo
foi composto pelos trabalhadores da compa-
nhia telefénica com concentracdes de Pb-S
proximas ao valor utilizado como de referéncia
(14,3 ug/dl). A média dos valores do ALA para
este grupo foi de 2,8 mg/g cn, quando utiliza-
dos os dados obtidos por HPLC. No segundo
grupo, foram incluidos os trabalhadores das fa-
bricas de baterias, nos quais o valor médio de
Pb-S e os de ALA-U foram mais elevados. Estes

Figura 1

Relagédo entre a distribuicao percentual dos trabalhadores com niveis de ALA-U

abaixo de 4,5 mg/g cn e os valores de Pb-S.
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Tabela 1

Comparagéo dos valores de ALA-U obtidos pelos dois métodos em trabalhadores

da companbhia telefénica e de fabrica de baterias.

Grupos ALA/espectro ALA/HPLC Pb-S
mg/g cn mg/g cn pg/dl
Grupo1/cabistas
Média (IC 95%) 3,01 £0,37 2,86 0,48 17,320
Desvio padrao 1,5 1,7 8,2
Faixa 1,1-68 1,0-10,9 6,2-39,3
n =65 n =48 n =65
Grupo2/fabrica
Média (IC 95%) 24,7 + 6,57 14,7 £2,12 63,8 + 8,37
Desvio padrao 9,21 20,15 16,27
Faixa 3,3-355 2,2-439 41,1-91,0
*n=10 n=17 n=17

* Nesse grupo estao incluidos apenas os trabalhadores de uma das fabricas

de baterias.

valores situaram-se em torno de 20,5 mg/g cn,
valor muito superior ao IBMP (Indice Bioldgi-
co Médximo Permitido) recomendado pela le-
gislacao brasileira.

Nos trabalhadores do grupo 1, os valores mé-
dios de ALA-U determinados espectrofotome-
tricamente foram 1,5 vezes maiores que os ob-
tidos por HPLC, enquanto que, no grupo 2, esta
relagdo foi de 1,7. Esses dados sugerem a interfe-
réncia de outros compostos, como, por exemplo,
aminoacetonas em todas as faixas de concen-
tracdo estudadas. Esse fato foi descrito por Oga-
ta & Tabuchi (1987, apud Létorneau et al., 1988)
apenas para baixas concentra¢des de ALA-U.

A avaliacao da correlacdo entre os logarit-
mos das concentra¢gées de ALA-U e os niveis
de chumbo em sangue, Pb-S, foi realizada uti-
lizando-se os valores de ALA-U obtidos por
HPLC, por ser este o método mais seletivo. Es-
tas correlacdes foram testadas, separadamen-
te, primeiro nos resultados obtidos dos traba-
lhadores da companhia telefénica e, depois,
nos obtidos dos trabalhadores das fédbricas de
baterias. Estes testes foram realizados no senti-
do de verificar-se a especificidade do método,
principalmente em niveis baixos de PbS.

Os resultados obtidos serdao apresentados
separadamente.

Apesar das médias das concentracdes de
Pb-S e ALA-U dos cabistas telefonicos (17,3 ng/
dl e 2,8 mg/g cn, respectivamente) estarem pro-
ximas ou até abaixo do valor utilizado como de
referéncia (14,3 png/dl e 5,4 mg/g cn), foi en-
contrada uma correlagao estatisticamente sig-
nificativa (r = 0,739, p = 0,01) entre os biomar-
cadores estudados (Figura 3).
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Esses resultados demonstram que para
concentracgoes de Pb-S maiores que 6,2 ng/dl,
obteve-se uma boa correlacdo entre os dois
biomarcadores. Resultados descritos na litera-
tura demonstram uma boa correlacao entre os
valores de ALA-U determinados espectrofoto-
metricamente e os de Pb-S apenas em concen-
tragdes muito mais elevadas que aquelas aqui
descritas (Pb-S >18 ng/dl) (Skerfving, 1993). A uti-
lizacao de métodos analiticos cada vez mais sen-
siveis e seletivos, como a HPLC, para monitora-
mento ocupacional permite detectar-se niveis de
contaminacao, aos quais sao observados apenas
pequenas alteracoes metabdlicas reversiveis, fa-
cilitando, desta forma, a adocao de medidas pre-
ventivas (modificacées no ambiente de trabalho,
mudangas para setores de menor risco ou afasta-
mento do trabalhador de suas atividades), evitan-
do-se maiores danos a satide dos trabalhadores.

Para os trabalhadores das fdbricas de ba-
terias também foi encontrada uma boa corre-
lacdo (r =0,902, p = 0,001) entre Pb-S e ALA-U
para concentracoes mais elevadas de Pb-S
(x = 62,5 ng/dl) (Tomokuni et al., 1988).

Conclusdo

A utilizagao do ALA-U como teste screening de
avaliacao da intoxicacdo de trabalhadores por
chumbo tem como vantagem evitar que indivi-
duos com baixa carga corpérea do metal sejam
submetidos a exames invasivos periédicos, po-
dendo, no caso de exposicdes leves, reduzir o
numero de andlises em até 70%. As vantagens
de um biomarcador que possa ser analisado
utilizando-se como matriz biolégica a urina
sao claras. Este tipo de amostra nao traz ne-
nhum tipo de desconforto ao trabalhador, apre-
senta maior facilidade na coleta, armazenamen-
to, transporte e manuseio. A desvantagem cau-
sada pela influéncia da variabilidade inter-indi-
vidual da urina pode ser contornada, em parte,
pela correcao das amostras pela creatinina, com
os resultados expressos em mg/g de creatinina.
Portanto, pode-se sugerir a utilizacdo do
ALA-U como indicador biolégico ttil para sele-
cionar trabalhadores expostos. Alguns cuidados
devem ser considerados devido a possibilidade
de testes falso-positivos. O fato do resultado do
teste se situar na faixa de normalidade, entre-
tanto, nao significa satide, e qualquer sinal ou
sintoma apresentado pelo trabalhador nao de-
ve ser ignorado. Além da necessidade de exa-
mes clinicos e laboratoriais periddicos, avalia-
¢coes integradas ao monitoramento do ambien-
te de trabalho sao também imprescindiveis no
sentido de se garantir a satide do trabalhador.
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Dispersdo dos logaritmos dos resultados de ALA-U obtidos por HPLC e espectrofotometria UV/visivel

para todos os trabalhadores estudados.
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Estudo da correlagdo entre Pb-S e log ALA-U: dispersao dos resultados obtidos para os trabalhadores
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