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RESUMO

Nos dltimos anos cresceu a preocupacdo com a exposicdo crOnica a
baixos niveis de chumbo, principalmente, para as mulheres grdvidas e
criangas. A exposicdo das criangas pode comecar ainda durante a vida intra-
uterina e se agravar durante a infincia. A toxicidade do chumbo se expressa
principalmente sobre o sistema hematoldgico, alterando a atividade de
enzimas da biossintese do heme. Deste modo, ocorre o acimulo de acido d-
aminolevulinico (ALA) que é excretado pela urina. O estado nutricional
pode alterar a suscetibilidade a exposicdo ao chumbo através de vdrios
fatores como a quantidade de calorias, cdlcio, ferro e vitamina D ingeridos.
O objetivo deste trabalho € avaliar a exposi¢do ao chumbo através dos
indicadores acido 6-aminolevulinico urindrio (ALA-U) e zincoprotoporfirina
(ZPP) e determinar a influéncia nutricional na toxicidade deste metal em
criangas através da andlise da vitamina D (250HD) e do consumo alimentar
de micronutrientes importantes para o metabolismo dsseo. Para tanto, foi
padronizado um método para determinag¢do de 250HD em plasma e os seus
niveis foram estudados em uma populacdo de criancas de O a 16 anos,
residentes em uma comunidade do Complexo de Manguinhos, RJ. Também
foram avaliados os niveis de ALA-U e ZPP e o consumo alimentar. A
metodologia padronizada mostrou-se sensivel e especifica, capaz de
distinguir os niveis suficientes e deficientes desta vitamina, e classificar as
deficiéncias em suave, moderada e grave. A populagido apresentou grande
deficiéncia no consumo de calcio, ferro e vitamina D, além de baixo
consumo de calorias. O indicador de efeito ALA-U foi capaz de identificar o
grupo de criancas mais suscetivel a exposicdo. Além disto, foi observada
uma correlagdo negativa com os indices hematimétricos, mostrando que este
indicador € adequado para a avaliagdo da exposicdo ambiental e capaz de
predizer as alteracdes hematoldgicas, verificado através da construgio de
modelos de regressdo linear. Na avaliacdo da ZPP, 78,5 % das criancgas
tiveram valores acima dos de referéncia. O consumo de vitamina D também
apresentou correlacdo negativa com os niveis de chumbo em sangue (Pb-S) e
foi capaz de predizer os niveis deste indicador em 8,4 %, demonstrando a

importancia deste fator nutricional na exposi¢do ao chumbo.
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ABSTRACT

In the last years, the concern about lead chronic exposure has increased,
mainly, in children and pregnant women. Children exposure can occur during
intrauterine life and can be aggravate during infancy. Lead toxicity affects,
especially, the hematologic system, modifying the activity of several enzymes
of heme synthetic pathway. This alteration results in blood accumulation of
delta-aminolevulinic acid (ALA) and its urinary excretion (ALA-U). The
nutritional status can modify the susceptibility to lead exposure through the
intake of calcium, iron, vitamin D and calories ingested. The aim of this work
was to evaluate the exposure to lead through ALA-U and zinc-protoporfirin
(ZPP) and to determine the nutricional influence in lead toxicity in children
through the analysis of the vitamin D (250HD) and the ingestion of important
micronutrients for bone metabolism. Therefore, a method for determination of
250HD in plasma was standardized and its levels were determined in a
population of children from 1 to 16 years old, living in a community of
Manguinhos Complex, Rio de Janeiro. Moreover, ALA-U and ZPP, as well as
alimentary consumption were evaluated. The standardized methodology
revealed to be sensible and specific, being able to distinguish the enough and
the deficient levels from vitamin D and to classify the deficiencies in soft,
moderate and severe. The population presented great deficiency in calcium,
iron, vitamin D and calories intakes. ALA-U was able to identify the more
susceptible group of children to the exposure. Furthermore, a negative
correlation between hematimetric indexes (hemoglobin and hematocrit) was
observed, showing that this biological marker is good to assess environmental
exposures and able to predict the hematologic alterations, which was verified
through the construction of linear regression models. In the evaluation of ZPP,
78,5% of the children had values above of the reference value. Vitamin D
intakes also presented negative and significant correlation with Pb-B levels and
was able to predict in 8,4% Pb-B, demonstrating the importance of this

nutricional factor in the exposure to lead.
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I - INTRODUCAO

L.1. O IMPACTO DO CHUMBO NA SAUDE PUBLICA.

O chumbo € um dos metais mais abundantes da crosta terrestre e tem sido
usado desde os tempos pré-histéricos, tornando-se amplamente distribuido e
mobilizado no meio ambiente. H4 uma longa histéria de exposi¢do ao chumbo
através dos alimentos e bebidas, que foi comum nos tempos do império romano.
A exposicdo ambiental ao metal aumentou muito apds a Revolucdo Industrial.
Estima-se que o uso extensivo de chumbo pela inddstria tem liberado cerca de
300 milhdes de toneladas do metal para o ambiente nos dltimos 500 anos. A
contamina¢do global pelo chumbo é atribuida a disponibilidade do metal no

) .. 1
solo, na 4gua e no ar como resultado da atividade humana .

Na maioria dos paises desenvolvidos a liberacdo de chumbo para o
ambiente foi reduzida, devido a campanhas de satde publica e o declinio do seu
uso comercial, principalmente na gasolina, além da introdu¢do de medidas de
controle das emissdes nos ambientes de trabalho. A intoxicagdo aguda através
da exposicdo ambiental tornou-se pouco freqiiente, mas a exposi¢cdo cronica a
baixos niveis ainda € um problema de sadde publica, especialmente entre
minorias e grupos sdcio-economicamente desfavorecidos. A preocupagcdo com
os efeitos adversos decorrentes da exposicdo cronica cresceu, em particular, em

~ . .. L . . 2
populagdes mais suscetiveis, como as mulheres gravidas e criancas”.

Nos paises em desenvolvimento, o chumbo continua a ser um problema
de satide publica significativo devido as variadas fontes de exposi¢do, como a
fabricacdo e reforma de baterias chumbo-acido, reparadoras de radiadores,
fundi¢cdes secunddrias e refino de metais. Deste modo, ocorre a exposicdo aos
trabalhadores e também a populacdo vizinha dos locais que exercem estas
atividades. A exposi¢do da populacdo em geral ao chumbo também pode ocorrer
durante atividades como a demoli¢do e a restauracdo de constru¢des velhas,
cujas tintas contenham o metal em sua composi¢cdo. Embora a exposicdo ao
chumbo tenha crescido, poucos destes paises introduziram regulamentagdes ou

. . 3,4
medidas educativas para resolver o problema™ .
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1.2. CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS DAS CRIANCAS QUE
PODEM AFETAR A EXPOSICAO A SUBSTANCIAS QUIMICAS.

As criancas, durante os primeiros estdgios da vida, tém caracteristicas
fisiol6gicas que aumentam a sua vulnerabilidade aos efeitos das substdncias
quimicas. A exposi¢do aos contaminantes ambientais ocorre, assim como aos
adultos, através da inalacdo, ingestdo e absorcdo cutdnea. Embora a taxa de
inalacdo seja a mesma, em relagdo aos adultos, o volume de ar inalado por
unidade de peso corpéreo € maior para as criancas. O consumo de alimentos e a
area superficial sdo também maiores por peso corporal. As criangas tém uma
alta percentagem de 4dgua no corpo, especialmente em drgdos e tecidos, o que
resulta em duas vezes mais 4dgua no compartimento extracelular quando
comparado ao adulto. A percentagem de dgua decresce com o aumento da idade,
de acordo com a maturacdo dos diferentes 6rgdos, também ocorre ganho de peso
em uma taxa maior que no resto da vida, devido ao rdpido crescimento. A
expectativa de ganho de peso no primeiro més de vida € entre 200 e 300 g/kg de

massa corporal por més”.

Na crianga, o desenvolvimento de muitos 6rgéos, sistemas e mecanismos
metabdlicos continuam apds o nascimento e em alguns casos, alcancam a
completa maturidade somente na adolescéncia. Durante a vida intra-uterina, a
interacdo entre a circulacio materna e fetal fornece a troca dos gases
respiratdrios, nutrientes e remoc¢do dos produtos de degradagdo. Os sistemas:
respiratdrio, gastrintestinal, enddcrino, imunolégico e reprodutivo, além da
func¢do renal, sdo todos imaturos ao nascimento e evoluem em direcdo a
maturidade em taxas diferentes. Estas diferengas afetam tanto a dinidmica
quanto a cinética dos xenobidticos no corpo e podem causar efeitos mais sérios
do que os esperados em adultos. A filtracdo glomerular ao nascimento é
somente 30-40 % da encontrada em adultos e a secrecdo e reabsorcdo tubular é
também menos eficiente. A maturacdo e o relativo peso do 6rgdo podem
favorecer a concentracdo de certas classes de xenobidticos, por exemplo, o
cérebro pode ter maior risco porque a barreira hematoencefdlica nido estd
completamente desenvolvida até aproximadamente seis meses apds o

nascimento”.



Carvalho, M. A. R. 3

1.3. EFEITOS BIOLOGICOS DA EXPOSICAO AO CHUMBO EM
CRIANCAS.

I.3.1 — Caracteristicas da exposicao.

A exposicdo das criangas ao chumbo pode comecar ainda durante a vida
intra-uterina, pois a barreira placentdria é ineficiente para o transporte do
chumbo da mie para o feto, existindo elevada correlacdo entre a concentragio
de chumbo no sangue (Pb-S) materno, na ocasido do parto, e no cordao
umbilical. O transporte materno-fetal inicia-se em torno da 14° semana, sendo
mais intenso no 3° trimestre de gestagcdo, importante periodo de maturagio do

sistema nervoso®.

Durante o primeiro més de vida a alimentagdo consiste principalmente de
leite materno, de vaca ou férmulas. O leite materno pode ser uma via adicional
de exposicdo. Para criangas alimentadas com férmulas, a dgua usada no seu
preparo pode também ser uma fonte de exposi¢cdo. Quando comparados aos
adultos e ou criancas mais velhas, as criancas até cinco anos de idade
necessitam de uma grande ingestdo de fluidos por unidade de peso corporal,
equivalente a 1/7 do seu peso para repor a perda de dgua através da superficie

corporal, alta taxa metabdlica e imaturidade dos rins para concentrar a urina’.

A exploracdo oral do ambiente constitui uma parte importante do
desenvolvimento entre seis meses e trés anos de idade. A ingestdo de solo,
poeira da casa e da rua através da atividade de levar as méos a boca (em média
100 mg/dia) é reconhecida como uma importante fonte de exposicdo em

. . 1
criangas menores de cinco anos .

A exposicdo pode ser agravada na infincia devido as particularidades
fisiol6égicas deste periodo que determinam uma suscetibilidade maior ao
chumbo. A absorcdo por via digestiva é muito significativa, uma vez que 50%
do chumbo ingerido € absorvido. E esta absor¢do aumenta na presenca de
deficiéncias nutricionais, mais comuns nas criancas que nos adultos, como a

o ~ i T
baixa ingestdo de ferro e cdlcio’.

Outra fonte importante de exposi¢cdo para as criancas € a atividade de
trabalho dos pais, que podem levar para casa o metal através das suas roupas e

calgadosg.
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1.3.2 — Toxicidade do chumbo.

O chumbo interfere no funcionamento das membranas celulares e
enzimas, formando complexos estdveis com ligantes contendo enxofre, fésforo,
nitrogénio ou oxigénio (grupamentos —SH, -H,POs3, - NH;, -OH) que funcionam

como doadores de elétrons’.

A toxicidade do chumbo pode se expressar, tanto em crian¢as quanto em
adultos, como um desequilibrio na funcdo de muitos sistemas. Os mais afetados
com a exposicdo ao chumbo sdo o hematopoiético, o nervoso central e

periférico, o renal e o digestivolo.

O efeito toéxico do chumbo mais estudado é o que ocorre na medula
Ossea, com relacdo ao sistema hematolégico, com a redugdo da hematopoiese e
inibicdo da sintese do grupamento heme, que constitui moléculas importantes
ndo s6 deste sistema, como a hemoglobina, mas também mioglobina, catalase e
citocromos. O resultado desta inibi¢do, no sistema hematolégico leva a uma

anemia hipocromica e microcitica'" '%.

A figura 1 mostra um esquema dos efeitos do chumbo na sintese do
heme. Neste mecanismo, a enzima mais sensivel aos efeitos téxicos do chumbo
€ a acido 6-aminolevulinico desidratase (ALA-D) que é inibida a baixos niveis
de exposicao. O chumbo também reduz a atividade da ferroquelatase, a enzima
que estd envolvida no ultimo passo para formag¢do do heme. A falha na
condensacdo de duas moléculas de dcido 6-aminolevulinico (ALA) para formar
o porfobilinogénio pela ALA-D e da adicdo de ferro na protoporfirina pela
ferroquelatase resulta na reducdo da sintese do heme. A formacdo reduzida de
heme estimula por “feedback” negativo a acido 6-aminolevulinico sintetase
(ALA-S), primeira enzima do mecanismo de biossintese. Assim, ocorre um
aumento na producdo de ALA e decréscimo da sua condensacdo em
porfobilinogénio resultando em uma quantidade consideravel de ALA na

. ~ . s 11
mrculagao sanguine€a € na urina .
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Figura 1: Efeitos do chumbo na biossintese do heme.
Fonte: Adaptado de Gurer & Ercal (2000).

A molécula de ALA pode sofrer uma auto-oxidacdo e levar a formacgao
de espécies oxigé€nio reativo como o ion superdxido (O;’), o radical hidroxila
(OH) e per6xido de hidrogénio (H,O,), causando o aumento da peroxidacdo
lipidica, dano no DNA e alteracdo dos mecanismos homeostaticos do célcio. Os
componentes da membrana celular dos eritrdcitos sdo vulnerdveis a peroxidagao
lipidica e tém limitada capacidade para reparo do dano oxidativo'®. Além disto,
o ALA ¢é neurotéxico em modelos animais “in vivo”, mas seus efeitos em
modelos animais “in vitro” sdo mais reprodutiveis. E estruturalmente similar ao
neurotransmissor  inibitério  4cido  y-aminobutirico (GABA) e ao
neurotransmissor excitatério acido L-glutdmico (Figura 2). Isto fornece uma
ligacdo entre a sintese do heme e manifestacdes neuroldgicas na exposi¢do ao

chumbo e nas porfirias'" 1,

O chumbo também exerce sua toxicidade sobre o tecido nervoso de

. . 14
maneira direta, alterando a estrutura dos componentes celulares .
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Figura 2: Estrutura quimica do ALA, GABA e Acido glutamico.
Fonte: Sithisarankul (2001).

O chumbo causa anormalidades no sistema nervoso central (SNC) dos
adultos, sendo as neuropatias periféricas mais proeminentes. Ao contrério disso,
no sistema nervoso em desenvolvimento, os efeitos centrais sdo mais evidentes
que os periféricos. Além disso, os efeitos no sistema nervoso periférico (SNP)
adulto tendem a serem revertidos apds o término da exposi¢cdo. Nas criangas os
efeitos no SNC parecem nédo ocorrer da mesma forma, talvez porque o chumbo
perturbe processos complexos pelos quais as conexdes sindpticas sdo

. .. 4
selecionadas e modificadas”.

A vulnerabilidade individual para dano no neurodesenvolvimento
também parece variar de acordo com as caracteristicas pessoais. Os niveis de
Pb-S que para alguns individuos sinalizam efeitos subclinicos, em outros
resultam em encefalopatia ou mesmo morte. As criangas apresentam respostas
distintas a baixos niveis de exposicdo. Deste modo, aquelas com o mesmo nivel
de Pb-S ndo devem ser consideradas iguais para o desenvolvimento destes

.. 4
efeitos”.

A exposicdo excessiva e prolongada ao chumbo pode causar doenca renal
progressiva que pode assumir duas formas, a disfuncdo tubular renal e a
nefropatia intersticial. A disfunc@o tubular renal ocorre, na maior parte, em

criangas sob exposicdo aguda por via oral, e algumas vezes em trabalhadores



Carvalho, M. A. R. 7

expostos. Esta disfuncdo estd geralmente associada aos efeitos conhecidos sobre
o SNC, caracteriza-se pela presenca de corpos de inclusido nuclear, alteracdes
fisiolégicas na mitocdndria e citomegalia das células epiteliais dos tdbulos
proximais. Mattos (2001) observou o aparecimento dos corpos nucleares de
inclusdo a partir de 27,6 pug/dL. de Pb-S em trabalhadores. A nefropatia
intersterticial , um efeito direto da exposi¢do cronica sobre os rins, descrita
principalmente em trabalhadores expostos, ¢é caracterizada por esclerose

vascular, atrofia ou hiperplasia da célula tubular, fibrose intersticial

: . ~ 16
progressiva, nenhum ou poucos corpos de inclusdo e esclerose glomerular .

Quanto aos efeitos do chumbo sobre o sistema gastrintestinal, a colica é
um dos efeitos iniciais no quadro de intoxicagdo em sujeitos expostos em seus
ambientes de trabalho ou em individuos com exposi¢cdo aguda a niveis elevados

de chumbo, sendo também um sintoma da intoxicacido em criangas”.

1.4 - INDICADORES BIOLOGICOS DE EXPOSICAO AO CHUMBO.

A utilizacdo dos indicadores bioldgicos tem uma fung¢do chave em
investigacdes de avaliacdo do risco, pois fornecem informag¢des uteis para
predizer o desenvolvimento de doengas e implementar programas de prevencao;
sdo utilizadas como ferramentas no processo de monitorizagdo bioldgica da

s~ At P 18
€Xposigao a substancias quimicas .

Os indicadores bioldgicos podem ser classificados em: 1) Indicadores de
exposicdo ou de dose interna, que representam medi¢cdes da prépria substancia
ou de seus metabdlitos em matrizes bioldgicas; 2) Indicadores de efeito,
decorrentes de alteracdes bioquimicas, fisiolégicas ou estruturais, provenientes
da interacdo entre a substancia e o organismo; 3) Indicadores de suscetibilidade,
que se referem a limitacGes inerentes a sensibilidade do organismo exposto,
influenciando na capacidade de responder a exposi¢cdo e nas caracteristicas

desta respostam.

1.4.1 - Indicadores de dose interna

O chumbo inorganico é absorvido principalmente através dos pulmdes e
pelo trato gastrintestinal até alcancar a corrente sanguinea, na qual 98% séo
encontrados nas células vermelhas. O Pb-S € representativo da concentragio de

chumbo nos tecidos moles e freqiientemente usado como uma medida da carga
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corpérea e da quantidade absorvida do metal. A meia-vida no sangue e em
tecidos moles € de 28 a 36 dias. As concentracdes de Pb-S sdo geralmente
consideradas o indice de exposi¢cdo ao chumbo mais confiavel. Mais de 95 % do
chumbo presente no sangue estd ligado aos eritrocitos e em equilibrio dindmico
com o chumbo presente no plasma (Pb-P). Este estd em equilibrio com o “pool”
extracelular e envolvido com todo o movimento do chumbo entre diferentes
compartimentos biolégicos. Assim, o Pb-P circula pelo corpo, afeta a carga
corpérea de chumbo e é responsdvel pela sua toxicidade nos tecidos moles,
como a medula &ssea, rins, cérebro etc. Os niveis de Pb-P aumentam
rapidamente com a repentina ingestdo ou exposicdo aguda ao chumbo e caem
com o passar do tempo. A sua meia-vida é muito curta, talvez menos de 1

hora'® %0,

Partes do chumbo absorvido sdo excretadas pela urina. A quantidade de
chumbo na urina (Pb-U) ndo depende s6 das condi¢des de exposi¢cdo, mas
também da carga corporal e da funcdo renal. O Pb-U, assim como o Pb-P,
aumenta exponencialmente com o aumento do Pb-S em uma situacdo de
exposicdo continua, e principalmente como reflexo da exposicdo recente’’. A
concentracdo de chumbo no osso também ¢ utilizada como indicador biolégico,
analisada por uma técnica de fluorescéncia por raios X, mas tem seu uso
limitado apenas a alguns paises. Outras matrizes bioldgicas como cabelo e

dentes tém tido uso pratico, principalmente em estudos epidemiolégicoslo.

1.4.2 — Indicadores de efeito

Os o6rgdos ou tecidos em que os primeiros efeitos bioldgicos podem ser
observados sio chamados alvos. Os efeitos subclinicos aparecem quando a
concentracdo da substincia quimica alcanca um certo nivel nestes tecidos ou
orgdos. As concentracdes criticas de chumbo na medula dssea podem ser
detectadas medindo o grau do distirbio na via de biossintese do heme. O
decréscimo da atividade de enzimas e quantidades alteradas de intermedidrios
do mecanismo de biossintese, e também outros efeitos em outros 6rgaos podem

o S .10
ser usados como indicadores biolégicos de efeito .

As interagdes do chumbo com alguns processos enziméaticos responsaveis
pela sintese do heme podem ser sensivelmente determinados pela inibi¢do da

ALA-D e variacdo da concentragdo de alguns metabdlitos como o &dcido 8-
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aminolevulinico na urina (ALA-U), sangue (ALA-S) ou plasma (ALA-P),

.. .. . .. 10
coproporfirina urinéria e zinco protoporfirina no sangue (ZPP) .

1.4.2.1 - Atividade da ALA-D

A funcio catalitica da ALA-D é um dos primeiros processos bioquimicos
afetados pelo chumbo. A atividade da enzima eritrocitidria € o indicador de
exposicdo recente ao chumbo mais sensivel, por isso, vem sendo utilizada
rotineiramente como ferramenta para diagndstico em casos de suspeita de
intoxica¢do por chumbo, em alguns laboratérios clinicos e toxicolégicos22. A
inibicdo da ALA-D é detectada mesmo em baixas concentra¢gdes de Pb-S (<10p
g/dL); em niveis de 15 pg/dL, a atividade da enzima sofre uma inibicdo de 50%.

A inativagcdo maxima ocorre na faixa de 40 a 60pg/dL de Pb-S*.

Populacdes ndo expostas tém uma ampla faixa de atividade da enzima,
sendo que apenas 2% de individuos apresentam menos que 50% dos valores
normais. A atividade da enzima pode ser afetada pelo uso de dlcool e cigarro
(tabaco), também por patologias ndo relacionadas ao chumbo, como cirrose

hepdtica, e ainda por porfirias hereditarias®**°.

Por conta disso, alguns
pesquisadores incluem uma etapa de ativagdo enzimdtica com ditiotreitol, zinco
ou calor, nos procedimentos de andlise da atividade da enzima, determinando o
percentual de recuperacdo da ALA-D, e ndo sua atividade diretamente”® *’. Em
trabalhadores expostos ao metal, Mattos (2001) encontrou um percentual de
recuperacgio de 40,96 % ,e no grupo controle um percentual de recuperagio de

27,69 %, sendo a diferenca entre os grupos, estatisticamente significativa.

A ligacdo do chumbo a metalotioneinas e a outras proteinas ndo
pertencentes a biossintese do heme, parece exercer um efeito modulador sobre a
inibicdo da ALA-D*®. A inativagdo da ALA-D resulta em proporcional acimulo

de ALA no plasma e na urina®?.

1.4.2.2 - ALA urinario - ALA-U

O efeito imediato da indug¢do da ALA-S e da inibi¢do da ALA-D causam
um aumento da concentracdo do 4cido & aminolevulinico (ALA) no plasma ,e,
conseqiientemente na urina, sendo o periodo de laténcia de apenas algumas

horas para alteragdes nas taxas de absor¢do do chumbo. Na urina os niveis do
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ALA, tém sido largamente empregados no monitorizagdo bioldgica ao

29, 30
chumbo?®-3°,

Um fator que poderia ser limitante para a sua utilizagdo como indicador
seria a variabilidade interindividual da excrecdo de metabdlicos para a mesma
absor¢do de chumbo. Esse problema pode ser contornado em parte, pela
corre¢do da urina, que pode ser efetuada de varias formas, como por exemplo, a
sua diluicdo ou a correcdo pela densidade. Entretanto, a correcdo pela
creatinina, apesar de indicios de variac@o por influéncia do fluxo urindrio, tem

. . 19,30 31
demonstrado ser a forma mais eficaz , .

A utilizacdo de métodos cada vez mais sensiveis para a determinagdo
deste metabdlito tem possibilitado a detec¢@o cada vez mais precoce dos casos
de exposi¢do ao chumbo em que ainda ndo sdo observados sinais ou sintomas. A
utilizacdo de Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) como método
analitico, ao invés do método espectrofotométrico, comumente utilizado no
Brasil, representa um avanco nesta determinag¢do. Incorpora uma etapa prévia
de separacdo cromatografica, diminuindo a interferéncia de outros compostos

. .32
aminoacetonas presentes na urina .

As vantagens de um indicador que possa ser analisado utilizando a urina
como matriz bioldgica sdo claras: ndo causa nenhum tipo de desconforto, por
nao ser um teste invasivo, além de maior facilidade na coleta, armazenamento,
transporte € manuseio da amostra. Além disto, algumas vezes as coletas de

~ ~ PN . 33, 34
sangue nao sao praticaveis em estudos com criangas ™’ " .

1.4.2.3 - Zinco Protoporfirina Eritrocitaria - ZPP

O passo final da sintese do heme, a introducdo de Fe’ na protoporfirina
IX, também & afetada pelo chumbo. A inibicdo da reducio de Fe’ pela
exposicdo ao chumbo causa a redugdo do transporte de Fe® dentro da
mitocdndria, levando ao acimulo de protoporfirina no eritrécito. A
protoporfirina é quelada com Zn* para formar zincoprotoporfirina. Entdo, o
acimulo de protoporfirina ou zincoprotoporfirina no eritrécito fornece um
indice de distirbio no passo final de sintese do heme, sugerindo um efeito
bioquimico do metal na medula 6ssea, e um depdsito ativo do chumbo no
tecido'®. A determina¢io de ZPP tem sido proposta como indicador de

z

exposicdo alta e recente, e sua utilizacdo é crescente junto a outros
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indicadores'”> ?3. Além da avaliacdo da toxicidade do chumbo, Labbé, Vreman
& Stevenson (1999), recomendam que a determinacdo de ZPP seja expandida
para avaliacdo do estado nutricional principalmente em deficiéncias de ferro em
criangas, gravidas, doadores de sangue e diagndstico de deficiéncias no
metabolismo do ferro. Estes autores estipularam que uma variagcdo dos niveis de
ZPP de 60 a 80 pmol/mol heme, mesmo que os valores de hemoglobina e
hematdcrito estejam normais, estd associada a queda dos estoques de ferro em
criangas, conseqiiéncia da ingestdo insuficiente do nutriente ou doencgas

crOnicas.

1.4.3 — Indicadores de suscetibilidade

O indicador de suscetibilidade ¢ um indicador da habilidade inerente ou
adquirida de um organismo para responder ao desafio da exposi¢do a um
xenobidtico. Em condi¢des semelhantes de exposicdo, diferencas genéticas de
individuos no metabolismo ou componentes macromoleculares podem produzir
diferentes doses em 6rgdos alvo e assim, diferentes tipos de resposta. Apesar de
ser dada maior atencdo a suscetibilidade genética, alguns fatores adquiridos
como o estado nutricional, doencas, mudancas fisiolégicas, medicacdo e a
exposicdo a outros agentes ambientais também podem afetar a suscetibilidade
individual .

Na exposi¢cdo ao chumbo, o polimorfismo da ALA-D estd relacionado a
suscetibilidade de efeitos no metabolismo do heme. O gene ALA-D humano tem
dois alelos 1 e 2 , cuja diferenga € a troca de uma guanina por uma citosina na
regido de codificacdo, por conseguinte a troca de um aminodcido lisina por
asparagina. Isso resulta em cargas distintas das isoenzimas. Sendo assim, a
proteina ALAD-2 pode se ligar mais fortemente ao chumbo que a proteina
ALAD-1'"". Mitri (2003) estudou uma populacdo brasileira e encontrou o

gendtipo ALAD 1-1 em 98 % e o gendtipo ALAD1-2 em 2 %.

A funcdo da vitamina D depende da sua interagdo com receptores
localizados no nucleo celular, que regulam a producido de proteinas ligantes de
calcio. O gene para o receptor de vitamina D (VDR) estd localizado no
cromossoma 12 e muitos alelos variantes tém sido identificados. Recentes

estudos sugerem que os polimorfismos dos receptores da vitamina D estdo
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associados a baixa densidade mineral 6ssea e devido a isso espera-se que estas

o " [ . 38
variagdes genéticas também afetem o acimulo de chumbo no osso™".

I5 - INFLUENCIA DE FATORES NUTRICIONAIS NA
TOXICIDADE DO CHUMBO.

H4 alguns anos reconhece-se a funcdo do estado nutricional em alterar a
suscetibilidade na exposi¢cdo ao chumbo. Vdrios fatores nutricionais interferem
na absor¢do, mobilizacdo e distribuicdo do metal entre os ossos e tecidos moles,
e na sua retencdo e excre¢do do corpo. Dentre esses fatores, o consumo
alimentar total (quantidade de calorias), a percentagem de gordura, cdlcio,
ferro, zinco e vitamina D influenciam a suscetibilidade a intoxicagdo por
chumbo. As criancas sdo mais vulnerdveis a2 ma nutricdo em geral e também ao

alto risco de intoxicagdo. Dietas pobres em cdlcio e ferro aumentam a captagio

de chumbo e o seu acimulo no corpo”.

I.5.1 - VITAMINA D

A vitamina D ou colecalciferol é sintetizada naturalmente na pele pela
radiacdo ultravioleta do 7-desidrocolesterol ou pode provir de fontes vegetais
(vitamina D,; ergocalciferol) e de fontes animais (vitamina Ds; colecalciferol).
Estes compostos ingeridos através da alimentacdo sdo idénticos ao
colecalciferol formado na pele, exceto pela substituicio de um ou mais atomos
que ndo afetam sua fun¢do. S3o permutaveis entre si, apesar de diferirem nas

. 40
suas taxas de metabolismo™ .

As melhores fontes dietéticas desta vitamina sdo: peixes de dgua salgada,
especialmente salmio, sardinha e arenque, figado e gema de ovo. Leite,
manteiga e outros alimentos sdo, rotineiramente, enriquecidos com
ergocalciferol (vitamina D;) preparado pela irradiacdo do ergosterol de
levedura. Com exposicdo adequada ao sol, a vitamina D nao € necessdria na
alimentacdo, porém, durante a gestacdo, lactacdo e crescimento, as necessidades
tornam-se maiores®'. A recomendacgdo didria (RDA) é de 400 IU (10 pg) para

mulheres, criangas e homens até 22 anos.

A vitamina D ingerida é absorvida no intestino, mediada por sais biliares
e acidos graxos, entrando no plasma como um complexo proteina-quilomicron

através do sistema linfatico intestinal. A vitamina D ingerida e aquela que é
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produzida na pele sdo transportadas ao figado ligadas a uma a-globulina
especifica. Uma pequena parcela é transportada associada a albumina e a
lipoproteinas. Esta forma da vitamina D ndo é a substincia ativa, no figado, é
iniciado o processo de bioativagdo pela adicdo de um grupo hidroxila no
carbono de posi¢do 25, formando assim o pré-hormdnio 25-hidroxivitamina D —
25(0OH)D; calcidiol — que é o principal metabdlito circulante da vitamina D.
Outras hidroxilagdes ocorrem no carbono de posicdo 1 e 25, nos tidbulos
proximais do rim, formando, a 1,25-dihidroxivitamina D - 1,25(OH),D;
calcitriol — metabdlito mais ativo presente na circulagio e a 24,25
dihidroxivitamina D - 24,25(0OH),D. Também pode ocorrer formacdo extra-
renal de 1,25(0OH),D*" 4 %3

As hidroxilagdes sdo realizadas por enzimas que funcionam de modo
coordenado e possuem dominios tipicos de citocromo P 450, sdo chamadas 25-

hidroxilase, 1 a-hidroxilase e 24,25 hidroxilase**.

O o6rgdo alvo mais importante do calcitriol é o intestino, embora este
hormoénio também atue em ossos, rins, placenta, pele e outros 6rgdos. O
calcitriol liga-se ao seu receptor no nucleo e induz a expressdo da proteina de
ligagdo de Ca?". Normalmente, o calcitriol estimula a absor¢io de Ca2?" no
intestino e a mineralizacdo do esqueleto; porém, havendo altos niveis,
descalcifica os ossos, através da formacdo e estimulo dos osteoclastos, um
efeito que é potencializado pelo hormdnio da paratireéide (PTH). Eles também
inibem a excreg¢do de cdlcio pelo rim, através do estimulo da reabsor¢do nos

tibulos distais renais®.

A ativacdo da vitamina D é regulada de forma importante pelo PTH.
Altos niveis de PTH estimulam a produgido 1,25-(OH),D, enquanto niveis

baixos de PTH induzem formacao de 24,25-(OH),D (Figura 3)41.

A deficiéncia de vitamina D é um fator de risco para doencas do
metabolismo 6sseo. O nivel circulante de 250HD é aproximadamente 500 a
1000 vezes maior que o nivel de 1,25(OH);D e a sua meia-vida no sangue é
mais duradoura, sendo considerada um bom indicador do consumo de vitamina
D. O nivel circulante de 1,25(0OH),D é considerado um bom marcador clinico
para o metabolismo mineral §sseo, pois a sua produg¢do no rim € estritamente
regulada pelos hormdnios que definem os niveis de cdlcio, principalmente o

A . 43
paratormdnio™ .
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Figura 3: Metabolismo e funcées da vitamina D.
7-DHC = 7- dehidrocolesterol, UVB = radiagdo solar UVB
Fonte: Adaptado de Holick (2004)

Estudos epidemioldgicos evidenciaram que niveis de 250HD se
correlacionam negativamente com niveis de paratormOnio. Assim, a
insuficiéncia de vitamina D causa hiperparatireoidismo secunddrio com

conseqiiente perda 6ssea’’ 18,

As concentragdes de 250HD podem ser medidas por Cromatografia
Liquida com deteccdo UV, Ensaio Competitivo de Ligacdo a Proteina,
Radioimunoensaio, Imunoensaio Enzimatico ou Ensaio Quimioluminescente de
Ligagdo a Proteina®®. A cromatografia liquida é considerada o método mais
confidvel e o “padrdo ouro” para determinar e validar a determinagio de

250HD no soro ou no plasma. Porém, apresenta algumas dificuldades com
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relacdo a separacdo do analito de interesse de contaminantes. O problema
principal na determinacdo de 250HD é a molécula por si mesma, devido a

. o L N . . L. Ca 49
insolubilidade em 4gua e a existéncia de dois metabdlitos quase idénticos™ .

Na validacdo de uma metodologia busca-se a confiabilidade analitica do
método escolhido ou desenvolvido. Para iniciar os estudos de uma metodologia
ou mesmo buscar confiabilidade em uma ji existente, deve-se seguir um

protocolo analitico que deve constar de algumas etapas:

a) avaliacdo da estimativa do desvio padrdo relativo, que mede a
amplitude de variagdo em torno da média, também é chamado de coeficiente de

variacao (%);

b) cdlculo da média aritmética, que € definida como o total das
observacdes dividas pelo nimero total, e pode ser usada como medida util e

segura para fazer inferéncias estatisticas;

c) estudo da repetitividade, ¢ um pardmetro tipico de precisdo, € a
méxima diferenga aceitdvel entre duas repeticdes, do mesmo ensaio € no mesmo
laboratério, sob as mesmas condi¢cdes no mesmo dia (intra-ensaio) ou em dias

diferentes (interensaio);

d) avaliacdo da linearidade do método — curva de calibracdo, usada para
se obter os resultados em proporg¢des diretas as concentracdes da substincia em
estudo, sendo o eixo X o da concentracdo e o eixo Y o da resposta plotados em
uma reta. O coeficiente de correlagio (r), expressa a relagdo de X e Y da curva,

o < 50
e os valores ideais esperados sdo -1 e 1°°.

1.6 — EFEITOS DO CHUMBO NO METABOLISMO OSSEO E NO
METABOLISMO DA VITAMINA D

Durante a vida hd um continuo processo de remodelamento ésseo que
ocorre nas unidades metabdlicas dsseas envolvendo uma seqii€éncia de formagao
e reabsor¢do Ossea. Durante o periodo de crescimento do esqueleto a formacgao
excede a reabsor¢do e a massa 0ssea aumenta. A formacdo dssea € feita pelo
osteoblasto que sintetiza coldgeno. Este forma uma matriz orgénica na qual o
céalcio € depositado como uma massa amorfa de fosfato de calcio. O osteoblasto
também sintetiza uma proteina, a osteocalcina, que é importante no processo de

mineralizagdo. A reabsorcdo 6ssea € feita pelo osteoclasto, uma grande célula
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multinucleada que ataca a superficie Ossea formando tineis no o0sso
mineralizado. O chumbo se acumula no osso (meia-vida de aproximadamente 27
anos) e durante o remodelamento 6sseo normal e aumentado, como na gravidez,

~ . o1 51
lactacdo, crescimento e menopausa, ele pode ser mobilizado” .

E bem conhecido que a exposi¢io ao chumbo afeta a absor¢io de cilcio a
nivel intestinal interferindo na formacao 6ssea. Chumbo e cilcio competem pela
ligacdo a sitios da proteina de transporte. Porém, mais recentemente, percebeu-
se que o efeito primario que afeta este mecanismo de formacdo dssea € a
alteracdo do sistema enddcrino da vitamina D. O metabolismo dessa vitamina,

. . . . . . 52
como visto anteriormente, envolve o flgado, 0Ss rins, o 1ntestino € 0S 0SS0S™ .

O rim é um dos principais 6rgdos-alvo do chumbo e um possivel efeito
bioquimico pode ser encontrado neste 6rgdo, explicando, assim, mudancas no
metabolismo 6sseo observadas apds exposi¢do ao metal. A enzima que faz a
hidroxilagdo do calcidiol no rim, transformando-o em 1,25-(OH),D necessita de
uma fosforilacdo em um sitio inativo para sua ativacdo e a enzima que catalisa a
formacdo do metabdlito 24,25 dihidroxivitamina D é dependente de uma
proteina quinase ligada a célcio para se tornar ativa. O chumbo interfere nas
reagcdes ligadas ao fosfato e no processo mediado pelo cilcio, sendo estes os

. C . 52
efeitos primarios do chumbo a nivel celular’”.

H4 relatos de que em criancas o aumento da absorcdo de chumbo leva ao
decréscimo dos niveis plasmaéticos de calcidiol, calcitriol e calcio® °* 3. Estas
mudancas também foram observadas em animais por Eldenstein et al., 1984 e
Fullmer et al., 1997. Porém, Koo et al. (1991) ndo encontraram alteracdes
significativas no metabolismo da vitamina D, cdlcio e conteido mineral 6sseo
em criangas com niveis de Pb-S de 9,7 pg/dL e estado nutricional adequado.

Devido a importdncia do estado nutricional para a producdo de efeitos
toxicos a exposicdo ao chumbo, podendo determinar maior suscetibilidade,
principalmente em criangas, faz-se necessario o desenvolvimento de estudos

que investiguem a relacdo entre o consumo de nutrientes e os indicadores

bioldgicos de exposi¢cdo ao chumbo.
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Il - OBJETIVOS
I1.1 - OBJETIVO GERAL

Este estudo faz parte de um projeto maior financiado pelo PAPES III e
pela FUNASA que visa gerar dados da real exposi¢cdo ambiental ao chumbo em
criangas residentes na drea urbana. Constitui em uma etapa fundamental para
implantacdo de um programa preventivo de Satude Publica, que visa a redugio
da exposicdo infantil. Para tanto, foram determinados os niveis deste metal em
matrizes ambientais, os niveis de indicadores bioldgicos de exposi¢cdo ao
chumbo, pardmetros do metabolismo 0sseo e fatores nutricionais em criangas.
Esta dissertacdo tem como objetivo principal avaliar a exposi¢cdo ao chumbo
através dos indicadores ALA-U e ZPP e determinar a influéncia nutricional na
toxicidade deste metal em criancas através da andlise da 250HD e do consumo
alimentar de micronutrientes importantes para o metabolismo 6sseo (ferro,

calcio e vitamina D).

I1.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Padronizar segundo critérios analiticos uma metodologia para
determinagdo de vitamina D (250HD) no sangue, através da Técnica de

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) com detec¢do UV.
v Determinar os niveis de vitamina D (250HD) na populagédo estudada.

v' Avaliar caracteristicas sécio-econdmicas, demogréificas e de risco
ambiental da populacdo estudada através de questiondrio especifico

validado.

v Estudar o estado nutricional da populagdo utilizando um questionério de

freqliéncia alimentar.
v Determinar os niveis dos indicadores de ALA-U e ZPP na populagéo.

v' Avaliar a exposi¢do ao chumbo através dos resultados encontrados,
comparando os niveis de ALA-U e ZPP com outros indicadores de

exposicdo, pardmetros clinicos e dieta da populagdo estudada.
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Il - MATERIAIS E METODOS

O projeto onde este estudo estd inserido, bem como o questiondrio e
termo de consentimento foram submetidos ao Conselho de Etica em Pesquisa
(CEP) da ENSP/FIOCRUZ, recebendo aprovagdo em 11 de junho de 2001,

parecer n° 24.

II1.1 - EQUIPAMENTOS
v' Espectrofotdmetro UV/VIS, modelo 1601 A, marca Shimadzu;
v Hematofluordometro modelo 206 D, marca Aviv;

v" Cromatégrafo Liquido de Alta performance (HPLC), modelo SCL 10 A

marca Shimadzu com injetor automatico;
v" Centrifuga Himac, modelo CR 21 E, marca Hitachi.

v" Centrifuga clinica, modelo 206-R (Janetzi), marca excelso baby II.

II1.2 - REAGENTES
v' Etanol 99%, Aldrich, grau HPLC;
v' Isopropanol 99,7%, Merck, grau analitico;
v' Metanol 99,8%, Merck, grau HPLC;
v' N-Hexano 87,4%, Merck, grau analitico;
v" Cloridrato de dcido 8-aminolevulinico, Sigma, grau analitico;

v' Padréo de 25-hidroxivitamina D, Sigma, grau analitico.

II.3 - PADRONIZACAO DA  METODOLOGIA PARA
DETERMINACAO DE VITAMINA D (25-OHD)

A padronizacdao desta metodologia foi baseada em um método

desenvolvido por Aksnes (1992). Este método é composto de uma extracdo da

vitamina do plasma com hexano e uma corrida cromatogréfica.

II1.3.1 -Extracao da vitamina do plasma

As amostras de sangue foram coletadas por puncdo venosa,

exclusivamente, em tubos com o anticoagulante heparina. Foram imediatamente



Carvalho, M. A. R. 19

N

centrifugadas por 15 minutos, a temperatura ambiente. Os plasmas foram

separados e mantidos congelados até o momento da anélise.

Para extracdo da vitamina, as amostras de plasma foram descongeladas a
temperatura ambiente, sendo 500 pL colocados em um tubo de ensaio e a ele
adicionados 500 pL de uma solu¢do de metanol-isopropanol (90:10, v/v) ,
agitados por 15 s. Uma aliquota de 1,5 mL de n-Hexano foi adicionada aos
tubos, homogeneizados por 60 s e centrifugados a 1000 g por 3 min. A camada
de n-hexano foi retirada, transferida para outro tubo de ensaio e evaporada até a

secura com No.

II1.3.2 — Analise cromatografica

Apds a secura, as amostras foram redissolvidas em 125 pl. de metanol e
injetados 100 pL em um loop de 20 pL com autoinjetor. A columa utilizada foi
do tipo C18 (5 um x 4mm x 150 mm) e o tempo de corrida foi de 20 min. Para a
determinag¢do da vitamina foi utilizada como fase mével metanol-dgua na
propor¢do de 85:15 (v/v). O fluxo utilizado foi de 1 mL/min, a temperatura do
forno foi 30°C e o efluente da coluna foi monitorado a 265 nm com um detector
U.V. conectado ao integrador que calculou as 4reas dos picos cromatograficos.
Os picos cromatograficos referentes a vitamina D foram detectados com o

tempo de retencdo de 13 min.

II1.3.3 — Preparacao da curva analitica

A curva analitica foi constituida de cinco diferentes concentracdes (9,7,
19,5, 39,0, 78,1, 156,2 ng/mL) preparadas por uma dilui¢cdo seriada do padrdo
(I g/L). No primeiro tubo foram adicionados 990uL de plasma e 10pL da
solucdo padrdo da vitamina. Nos demais tubos foram adicionados 500puL de
plasma. A partir dai foi feita uma dilui¢do seriada partindo do tubo da maior
concentragdo para o tubo de menor concentragdo, retirando-se 500uL do
primeiro e passando para o segundo, assim por diante, até que no udltimo tubo os
500pL retirados foram descartados. Esta curva foi preparada em todos os dias

de analise.
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111.4 - DESCRICAO DA AREA DE ESTUDO

Este estudo foi realizado em uma comunidade situada no Complexo de
Manguinhos, localizado na bacia hidrogrifica da Baia de Guanabara, na
Baixada de Inhaima, zona norte do Municipio do Rio de Janeiro. Esta regido ¢é
considerada, segundo registro de situacdao ambiental no municipio, como de alto
indice de poluicdo atmosférica, sendo a qualidade do ar ainda mais prejudicada
pela proximidade da Refinaria de Manguinhos, Estacdo de Transferéncia de

Lixo do Caju, além de varias outras inddstrias e auséncia de area verde.

O Complexo de Manguinhos é formado por onze comunidades, em que
suas liderangcas apontam como principais problemas, uma rede de esgoto
insuficiente ou inexistente, a dificuldade de acesso aos servicos de saide e o
alto indice de desemprego. O Relatdrio de Desenvolvimento Humano, elaborado
recentemente pela ONU, o IDH (Indice de Desenvolvimento Humano) deste

bairro estd em 1550 (IDH de 0,606 -médio desenvolvimento humano).

A comunidade estudada foi Parque Jodo Goulard, que faz parte deste
complexo, situada ao longo da estrada de ferro da Leopoldina sendo cortada

pelos rios Faria-Timbo e Jacaré.

II1.5 - DESCRICAO DA POPULACAO DE ESTUDO

A populacgdo alvo foi constituida de criancas na faixa etdria de 0-16 anos.

Os seguintes critérios de inclusdo foram adotados:

1. Concordancia em participar do estudo e para isso foi firmado um

termo de compromisso com 0s pais ou responsaveis.
2. Morar na residéncia ha no minimo trés meses.
3. Ter idade entre 0-16 anos.

4. Ndo possuir doenga debilitante principalmente renal ou hematoldgica.



Carvalho, M. A. R. 21

II1.6 - DESCRICAO DA ROTINA OPERACIONAL.

Este trabalho foi realizado junto ao Programa de Satide da Familia (PSF)
e ao Laboratério de Andlises Clinicas do Centro de Saidde Escola Germano
Sinfal Faria (CSEGSF). As familias foram visitadas em suas residéncias por
agentes de saide e membros da equipe do Centro de Estudos da Sadde do
Trabalhador e Ecologia Humana (CESTEH). Nesta ocasido foram convidadas a
participar do projeto, obtendo todas os esclarecimentos e concordando em
participar através do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Assim, eram

agendados o dia de coleta de material bioldgico e entrevista.

Foi aplicado um questiondrio para obtencdo das seguintes varidveis:
idade, sexo, escolaridade, tempo de residéncia na drea, caracteristicas fisicas e
localizagdo das residéncias, destino do lixo, descricdo das atividades
ocupacionais, freqiiéncia das avaliagdes de satde, hdbitos de fumar e beber e

hobbies dentre outros (Anexo I).

A avaliac@o nutricional foi realizada através de um questiondrio de
frequéncia alimentar que objetivou conhecer e estimar o consumo didrio de
grupos de alimentos mais consumidos de acordo com RDA (Recommended
Dietary Allowances,1989) e DRI (Dietary References Intakes,1997), por faixa

etaria e sexo.

111.7 - DELINEAMENTO DO ESTUDO

Foi adotado um modelo epidemiolégico transversal (“cross-sectional’)
para determinar a associacdo entre a exposi¢cdo e a possibilidade de efeitos a

saude, em um dado ponto do tempo. Participaram do estudo 65 criangas.

I11.8 - DETERMINACAO DOS NIVEIS DE CHUMBO EM MATRIZES
AMBIENTALIS.

Este trabalho estd inserido em um projeto maior, que teve como um de
seus objetivos determinar os niveis de chumbo em diferentes matrizes
ambientais. Para enriquecer os dados obtidos nesta dissertagcio, os resultados da

avaliagdo ambiental foram aqui acrescentados.

A determinagdo das concentracdes de chumbo em solo, dgua, poeira e ar

foram realizados por Espectrometria de Absor¢do Atdmica. A partir destes
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dados, foram conduzidos cdlculos de determina¢ido da Dose Potencial e do Fator
Risco para criangas para avaliagdo da exposi¢cdo ao chumbo através da ingestio
e por via inalatdéria. Foram utilizados para o célculo dos riscos as médias dos
valores encontrados na FIOCRUZ e em Jodo Goulard, para as matrizes solo,

poeira e ar. Os parametros considerados encontram-se no Anexo II.

111.9 - DETERMINACAO DOS INDICADORES BIOLOGICOS

As metodologias utilizadas seguiram os Procedimentos Operacionais
Padrdes estabelecidos no Laboratério de Toxicologia do

CESTEH/ENSP/FIOCRUZ.

II1.9.1 — Determinacio de chumbo em sangue (Pb-S) e de chumbo na urina
(Pb-U)
Os niveis de Pb-S e Pb-U foram determinados de acordo com o

Procedimento Operacional Padrdo do Setor de Metais do Laboratério de

Toxicologia do CESTEH (Anexo III).

II1.9.2 — Determinacao de Zinco Protoporfirina Eritrocitaria (ZPP)

As andlises de ZPP foram realizadas no mesmo dia da coleta, no setor de
indicadores de efeito. As amostras de sangue foram agitadas durante 1 hora.
Cerca de 50 pL. de sangue foram colocados em laminulas e analisados em
hematofluorometro, apds ajuste utilizando uma laminula vazia como branco. A
leitura foi feita em comprimento de excitacdo e emissdo de 415 nm e 569 nm,

respectivamente.

Foram utilizados os seguintes controles de calibracdo: 1,74 pg/g de Hb
(baixo), 3,63 ng/g de Hb (médio) e 10,14 ng/g de Hb (alto) da marca AVIV,
sendo considerado como limite aceitdvel um coeficiente de variagdo de 10%°®.
Os valores obtidos foram convertidos para pmol/mol de heme para comparagio

com a literatura que utiliza na maioria das vezes esta unidade.

II1.9.3 — Determinaciao de ALA urinario (ALA-U)

A determinagdo da concentracido de ALA-U foi realizada pelo método de
Ogata & Taguchi modificado (1987), que consiste no uso de metilacetoacetato
na etapa de condensagcdo e formacdo do ALA-pirrol, e do n-butanol para

diminuir o nimero de interferentes encontrados na urina, impedindo a formagao
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de outros pirrdis. Esta andlise foi realizada no Setor de Indicadores de Efeito.
As amostras de urina foram mantidas congeladas até o momento da andlise. A 1
mL de urina foram adicionados 0,2 mL de acido acético 60% e 2 mL de n-
butanol. Foram acrescentados 500 pL. de tampdo fosfato de potdssio 1 M, pH
6,8 e 100 pL de metilacetoacetato a 500 pL da fase aquosa. A mistura foi
aquecida a 100°C por 10 minutos. Apds resfriamento em gelo por 3 min, 110 pL.

foram injetados com injetor automéatico no cromatégrafo liquido.

Foi utilizada uma curva de calibracdo com cloridrato de ALA nas

concentragdes 2,5, 5, 10, 20 e 40 mg/mL.

A Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) foi realizada em
coluna de fase reversa C18 (4,6 um x 4,0 mm x 150 mm) com a fase moével de
acetonitrila/KH,PO, 50 mM, pH 2,5 na proporcdo 20:80, fluxo de 1 mL/min,
temperatura do forno de 40°C e detec¢do U.V. a 260 nm. O tempo de corrida foi
de 20 min, o loop de 20 pL e o volume de injecdo de 110 pL. Os picos
cromatograficos referentes ao dcido d-aminolevulinico foram detectados com o

tempo de retencdo de 8 min.

II1.10 - ANALISE DOS INDICADORES CLINICOS

Além dos indicadores bioldgicos de exposi¢io ao chumbo, foram
realizados exames de rotina, urindlise e hemograma, para verificar possiveis
alteracdes clinicas. Estes procedimentos seguiram protocolos de andlise do

Laboratorio de Analises Clinicas do CSEGSF/ENSP/FIOCRUZ.

I11.10.1 — Determinacao de Calcio urinario (Ca-U)

A determinacdo do célcio urindrio foi realizada pelo Setor de Metais do

Laboratério de Toxicologia do CESTEH (Anexo 1V).

I11.10.2 — Analise de creatinina

A creatinina foi analisada utilizando-se o kit fornecido pela Bioclin, que
consiste na redu¢do do 4cido picrico em meio alcalino, a 4cido picrdmico, que
apresenta cor alaranjada, a qual é medida em espectrofotometro em 510 nm. Os
valores de ALA-U, Pb-U e Ca-U foram corrigidos pelos valores obtidos com

esta dosagem.
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III.11 - ANALISE DOS RESULTADOS

O software estatistico SPSS 12.0 foi utilizado na andlise dos resultados.
Para tratar os dados foram utilizadas as estatisticas descritivas, média
aritmética, valor minimo, valor mdximo e desvio padrdo, das varidveis
continuas. Também foi verificada a dispersdo dos dados através do teste de
Kolmogorov-Smirnov. As varidveis que ndo apresentaram distribui¢cdo normal
foram logaritmizadas. Para as varidveis categoéricas foram utilizadas proporgdes

na analise.

As criangas foram dividas em grupos de acordo com suas caracteristicas
fisioldgicas e nutricionais e a andlise de varidncia (ANOVA) foi utilizada para
verificar possiveis diferencas entre os grupos, através dos testes de Scheffe’s,
Bonferroni’s e Tukey. Também foram feitas as correlacdes simples para avaliar
a magnitude da associacdo das varidveis por determinacdo do coeficiente de
correlacdo ao nivel de significancia de 95 %. Estas andlises forneceram dados
para a realizacdo de modelos de regressdo linear multipla, onde os indicadores
foram adicionados a modelos separados para testar sua capacidade em predizer
efeitos hematolégicos como a redugdo dos niveis de hematécrito e
hemoglobina, e efeitos na razdo cdlcio creatinina urindria. Além destes, outro
modelo testado estd relacionado a capacidade da ingestdo de nutrientes predizer

os niveis dos indicadores de efeito.
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1 - PADRONIZACAO DA METODOLOGIA PARA
DETERMINACAO DE VITAMINA D (25-OHD;) E DETERMINACAO
DOS SEUS NIVEIS NA POPULACAO.

Muitos esforcos tém sido feitos para definir um valor de referéncia para a
concentracdo de 250HD necessdria para o diagndstico da sua deficiéncia, sendo
estabelecido que sdo aceitdveis os valores acima de 20 ng/mL. Porém, vdarios
estudos tém apontado a variabilidade interlaboratorial nas medidas de 250HD

como dificuldade para o estabelecimento deste valor de referéncia® %> %

Para a padronizacdo desta metodologia foram avaliadas: a repetitividade,

a linearidade e os limites de detecc¢do e determinagao.

Tabela 1:Teste interensaio para padronizacio da metodologia de anilise de
250HD.

Conc(ng/mlL) | Curval Curva2 Curva3 DP Média CV (%)
9,7 2185 1664 1730 231,6 1859,6 12,4
194 3481 2114 2943 562,2 2846,0 19,8
38,8 6178 5484 5806 283,5 5822,6 49
77,6 9814 9646 11757 957,9 10405,6 9,2
155,2 19174 16234 19572 1488,6 18326,6 8,1

DP = Desvio-Padr@o, CV(%) = Coeficiente de Variagao.

Neste estudo, trés curvas analiticas foram preparadas e analisadas em
dias diferentes (interensaio). A tabela 1 mostra os desvios—padrdes (DP), as
médias das 4reas obtidas, calculadas pelo equipamento, e os coeficientes de
variagdo (CV%) obtidos no teste interensaio. As maiores concentragdes
apresentaram coeficientes de variacdo aceitdveis, inferiores a 10 %. Porém, as
concentragdes menores apresentaram coeficientes mais altos, possivelmente
fruto da interferéncia da matriz, dada a sua complexidade, ou mesmo do
processo de preparacdo da amostra. Aksnes (1992), encontrou uma
variabilidade intraensaio de 6 %, porém nao estudou a variabilidade interensaio.
Turpeinen et al (2003) propds um método para determinacdo de 250HD, que
também foi baseado no método de Aksnes, e obteve coeficientes de variacdo
intraensaio de 4 a 17 %, e alerta que a concentragdo de metanol na fase mével é

critica para a separacdo do analito.

Também foi calculada a linearidade do método através das curvas de

calibragdo e respectivos coeficientes de correlagdo. Para isto, as concentragdes
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da substincia em estudo e a resposta do equipamento (4drea) foram plotadas em
uma reta, no eixo x e Yy, respectivamente (Figura 4). Como descrito
anteriormente, a curva foi preparada para todos os dias de andlise e utilizada
para o cdalculo das concentracdes da vitamina nas amostras desconhecidas.
Devido a variabilidade encontrada, é necessaria a preparagdo de uma curva de

calibragdo em todos os dias de andlise.

Curva de calibracao
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Figura 4: Curva de calibracao com as médias das areas das curvas (r = 0,989).

O limite de detecc¢do calculado neste estudo foi de 0,6 ng/mL, através da
andlise das concentracdes de dez individuos e uma curva, preparada no mesmo
dia. Para este cdlculo foi utilizada a relac@o entre trés vezes o desvio-padrdo e o
angulo da curva. O limite de determinacdo foi de 4,9 ng/mL calculado através
de cinco repeticdes consecutivas (CV = 12,8 %). Aksnes (1992), obteve um
limite de deteccdo de 2 ng/mL. Tupeirnen et al (2003) obtiveram um limite de
deteccdo de 1,2 ng/mL e um limite de quantificacdo de 4 ng/mL. Deste modo, o
limite de detec¢do e de determinagio calculados neste estudo sdo similares
aqueles calculados em outros estudos baseados no mesmo protocolo analitico,
sendo suficientes para detectar niveis de vitamina D insuficientes, ou seja,

menores que 20 ng/mL.

No presente estudo, 55 criancas foram avaliadas quanto aos niveis de
250HD, esta varidvel ndo apresentou distribuicdo normal e por isso, foi
logaritmizada para a andlise estatistica. Para estas mesmas criancas foram
determinados os niveis de paratorm6nio através da técnica de
Quimioluninescéncia, metodologia padronizada no estudo mais amplo no qual
esta dissertacdo estd inserida. Assim como descrito na literatura, obteve-se uma

correlacdo negativa significativa entre os valores de paratormoénio e 250HD (r
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=- 0,332, p = 0,018, n = 50), mostrada na figura 5*” *®. Isto demonstra que a

metodologia padronizada é especifica para a andlise de 250HD.

o L
[ ¢ .

—_

[6)]
1

-

Log de 250HD
5

Paratormonio

Figura 5: Correlacao entre os niveis de 2SOHD e Paratormonio.

Segundo Lips (2004), o valor minimo necessdrio de 250HD ¢é de 20
ng/mL. Abaixo deste valor ele classifica as deficiéncias como: suave, de 10 a

20 ng/mL, moderada, de 5 a 10 ng/mL e grave, abaixo de 5 ng/mL.

As criangas avaliadas apresentaram valores médios de 18 ng/ml. Aquelas
que obtiveram niveis abaixo do limite de determinacdo (n=25, 38,5 %) foram
consideradas como o valor do limite (4,9 ng/mL), sendo caracterizadas como
apresentando uma deficiéncia grave, dez criancas (15,4 %) apresentaram
valores entre 5 e 10 ng/mL e foram caracterizadas como apresentando uma
deficiéncia moderada, 11 criancas (16,9 %) com deficiéncia suave (valores
entre 10 e 20 ng/mL) e 9 criancas (13,8 %) foram classificadas como
apresentando niveis suficientes. A figura 6 mostra a distribuicdo do logaritmo

da concentracdo de 250HD pela classificagdo de Lips (2004).

A tabela 2 mostra as médias de 250HD obtidas e classificadas segundo

Lips (2004), além do consumo de vitamina D de acordo com a RDA (1989).



Carvalho, M. A. R.

28
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Figura 6: Distribuicao do logaritmo da concentracao de 250HD pela classificacao

de Lips, 2004.

Através do questiondrio de freqiiéncia alimentar foi possivel distinguir as

deficiéncias grave e suave dos niveis normais, porém nao foi possivel distinguir

a deficiéncia moderada dos niveis normais. Este tipo de questiondrio ¢é

suscetivel a viés de informacdo, pois o entrevistado pode ndo ser o responsdvel

pelos cuidados com a crianca ou néo ter atentado aos detalhes da alimentagio.

A metodologia padronizada foi capaz de diferenciar os diferentes niveis

de classificacdo da concentracdo de vitamina D no plasma, apresentando

diferencas significativas entre os grupos (p< 0,05).

Tabela 2: Niveis médios de 250HD e consumo de vitamina D segundo a
classificacao de Lips (2004).

250HD Consumo de vitamina D

N Média* DP N Média** DP
Normal 9 71,8 29,7 9 11,6 24,2
Suave 11 13,8 2,7 10 7,4 14,3
Moderada 10 7,8 1,5 10 11,8 25,2
Grave 25 4,9 0,0 24 3,6 2,8

DP = Desvio-Padrado, ng/mL, * ng/mL, **ng.
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A deficiéncia de vitamina D pode causar a desmineralizacdo dos 0ssos
devido a um aumento dos niveis de PTH. O sintoma mais comum nas criancas é
o raquitismo. Este se caracteriza por formacdo continua de matriz ostedide e
cartilagem, que sdo inadequademente mineralizadas, resultando em ossos moles
e flexiveis. Os casos de deficiéncia de vitamina D que ocorrem sdo vistos mais
freqlientemente em grupos de baixa renda. Porém, também podem ocorrer em
casos de ma absor¢io de gordura ou em doencas graves do figado e rim*'.
Dentre as criangas avaliadas neste estudo, aquelas que foram classificadas no
grupo com deficiéncia grave de vitamina D nido foram observados os sintomas

acima descritos.

Foram encontrados valores acima de 100 ng/mL em duas criancas. Estes
valores foram associados a um alto consumo de alimentos ricos nesta vitamina.
A vitamina D pode apresentar toxicidade, que pode causar excessiva
calcificacdo dssea e calcificacdo dos tecidos moles, como o rim (incluindo
calculos renais), pulmdes e até mesmo a membrana timpénica do ouvido, o que
pode resultar em surdez. O nivel téxico ndo foi estabelecido para todas as
idades, mas lactentes e criangas pequenas sdo mais suscetiveis. Um consumo de
45 pg por dia tem sido associado a hipervitaminose em criancas pequenas. A
toxicidade deve ser monitorada quando grandes quantidades de vitamina D (25

L s . L1 42
pg ou mais) sdo administradas por um longo periodo™”.

IV.2 - CARACTERISTICAS SOCIO-ECONOMICAS E
DEMOGRAFICAS.

O Parque Jodo Goulart apresenta topografia plana, sendo 96,2% das
casas de alvenaria. O abastecimento da dgua é feito pela rede publica, sendo
que 55,3% nao tém tratamento intradomiciliar, e todas as residéncias
apresentam encanamento de PVC. Quanto ao destino do esgoto, 67,4% das
casas estdo ligadas a rede geral, porém 32,6% sdo jogados a céu aberto. Quanto

ao destino do lixo, todas as residéncias tém coleta do lixo domiciliar.

Participaram do presente estudo 23 familias que foram contatadas pelos
respectivos agentes de saide do PSF responsdveis pelas cinco microdreas. As
visitas foram feitas pela equipe do projeto e pelos agentes de satde. Estas
familias residem em média hd nove anos nesta comunidade. Dos domicilios

participantes, 50% possuem dois cOmodos, 25% t€m 1 ou 3 cdmodos
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respectivamente. A maioria das casas apresenta piso de cerdmica (66,67%),
sendo que os de cimento e vermelhdo equivalentes (16,67%). A totalidade das
casas nunca foi pintada durante o periodo de moradia no local. O tipo de piso da
casa pode ser uma fonte de exposicdo, principalmente o tipo vermelhao.
Possuem o héabito de limpar a poeira de casa mais de uma vez por dia 23%, uma
vez por dia 61% e duas ou mais vezes por semana 15%. Os responsaveis
declararam que ele ou alguém em sua casa trabalha ou ja trabalhou em
atividades relacionadas a exposicdo ao metal (67 %) tais como industrias de

plastico, ceramica, pintura e soldagem, dentre outros.

Em relagdo aos responsaveis, 80% sabem ler e escrever, sendo que 13,3%
possuem o ensino médio completo e incompleto, 7 % ensino fundamental
completo e. 53,3 % possuem ensino fundamental incompleto. Este nivel de
instrucdo expressa que esta comunidade estd préxima ao nivel de instrugio

funcional, embora ninguém tenha se declarado analfabeto®.

Quanto ao estado civil, 40% relatam uniao livre, 13,3% como casados e o
mesmo percentual como solteiros. Quanto ao nimero de filhos foi relato que
40% tem 3 , 20% tem 7, 33,3% tem 2 e 6,7% apenas 1 filho, acarretando em
taxas de fecundidade adequadas para a reposi¢cdo demogrifica. Quanto a

escolaridade das criancas, 90,8% delas estdo na escola.

A Tabela 3 apresenta algumas caracteristicas dos participantes (n=65).
Quantos aos hdabitos importantes para a avaliagdo do risco da exposicdo ao
metal, estas criangas apresentam os hdbitos de comer: reboco (18,4%), terra
(21,0%), areia (2,6%), lapis de cera (5,3%), lapis (23,7%), borracha (7,9%),
plastico (5,3%) e outros (sabdo, pasta de dente, giz e etc- 15,8%). Em relacéo
ao habito de chupar chupeta ou o dedo, 39,3% das criangas o apresentavam e

59% destas ndo apresentavam este hdbito.
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Tabela 3: Caracteristicas das criancas e seus responsaveis.

Caracteristicas %
Sexo Masculino 53,12
Feminino 46,88
Idade Grupo 1 0 a 3 anos 17,19
Grupo 2 4 a7 anos 37,50
Grupo 3 8 a 16 anos 45,31
Escolaridade Médio completo 13,30
do responsavel Médio incompleto 13,30
Fundamental completo 7,00
Fundamental incompleto 53,30
Trabalhou ou trabalha em Sim 67,69
Atividade relacionada ao Nio 23,08
metal?
Fuma regularmente? Sim 41,54
Nio 58,46
Como ¢ o piso da casa? Cimento 16,67
Vermelhio 16,66
Ceramica 66,67
N° de comodos 1 50
2 25
3 25
Estado civil Unido livre 40
Solteiro 13,3
Casado 13,3
N° de filhos 1 6,7
2 33,3
3 40
Mais de 3 20

IV.3 - DETERMINACAO DOS NIVEIS DE CHUMBO EM MATRIZES
AMBIENTALIS.

Apesar da principal via de exposicdo ser alimentar, o ambiente produz
uma exposicdo adicional, que pode ser exemplificada pela poeira, d4gua, solo ou
ar contaminados.Em relagdo aos resultados da andlise dos niveis de chumbo nas
matrizes ambientais, foi utilizado o parametro de orientacdo estabelecido pela
Academia Americana de Pediatria (Pb-solo até 200 ppm). Para anélise do solo
foram coletadas 50 amostras em profundidades diferentes (0-5cm e de 10-15
cm) num total de sete pontos (Anexo V). Trés amostras analisadas apresentam
concentragdo acima do referido, com 218,4 mg/Kg (ponto A); 238,2 mg/Kg e
280,3 mg/Kg (ambas no ponto D). As outras amostras ambientais demonstraram
niveis baixos de contaminag¢do dentro dos limites da EPA. Na Tabela 4

encontram-se os valores médios do chumbo nas matrizes ambientais estudadas.
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Tabela 4: Valores médios do chumbo nas matrizes ambientais.

Matriz VR* Fiocruz Jodo Goulard
Solo (png/g) EPA - 400 111,6 35,1
AAP - 200
Agua (pg/L) EPA - 1,5 56x10 7"
Ar (pg/m’) OMS - 0,5 9,6 x 107 1,2x10""
EPA — 1,5
Poeira (pg/m”) OMS - 5,38 1170,5 92,3

*VR = Valor de Referéncia.

A partir destes dados, foram conduzidos cdlculos para a determinacdo da
dose potencial e do fator de risco para as criancas para a avaliacdo da exposi¢do
ao chumbo através da ingestdo e da via inalatdéria. Os valores da dose potencial
para o solo ultrapassaram a dose de referéncia (DRf) preconizada pela EPA
(2000). O fator de risco neurolégico por ingestdo foi 13 vezes superior a DRf e

o fator de risco por inalagdo foi 1,2 vezes maior que a DRf (Tabela 5).

Tabela 5: Média da Dose Potencial e do Fator de Risco Neuroldgico estimado,
considerando todas as coletas realizadas.

Matriz Dose Potencial Fator de Risco

(mg/Kg/dia Neurolégico

(mg/Kg/dia)
Solo 99x 10~ 13,0
Agua 4,4x 107 0,56
Poeira 1,7x10° 0,21
Ar 8,7x 107 1,0
Solo + Agua 1,0x 10 j 13,2

Poeira + Ar 1,0x 10~ 1,2
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IV.4 - AVALIACAO DOS PARAMETROS NUTRICIONAIS.

Uma estimativa diaria do consumo de nutrientes de interesse foi
elaborada a partir da avaliacdo do questiondrio de freqiiéncia alimentar. O
consumo individual didrio de cédlcio, ferro, vitamina D, proteinas e calorias
totais (Kcal) foi comparado a RDA (Recomendagdo Didria Aceitavel, 1989), e
baseado nesta, os valores médios calculados para a ingestdo de ferro, vitamina
D e calorias se encontram abaixo dos recomendados. A Tabela 6 mostra a
andlise descritiva da estimativa do consumo alimentar. O questiondrio utilizado

e a RDA (Recomendacdo Diaria Aceitdvel, 1989) encontram-se no Anexo VI.

A maioria das criancas encontra-se abaixo da RDA para ferro (68,2 %),
calcio (74,2 %) e vitamina D (59,1 %), além do consumo total de calorias (75,8
%). Por outro lado grande parte das criancas estudadas encontra-se acima da
RDA para proteinas (80,3 %), no entanto, € importante observar a contribui¢éo
para a estimativa desses valores, devido ao enriquecimento de certos alimentos

(biscoitos recheados, salgadinhos e outros petiscos).

Tabela 6: Freqiiéncia alimentar das criancas comparada a RDA de 1989.

Consumo Médio
N Meédia DP Minimo Maximo
Calorias (Kcal) 63 1510 996 429 6789
Proteina (g) 63 56 35 13 251
Calcio (mg) 63 570 493 130 3570
Ferro (mg) 63 8 6 0,97 42
Vitamina D (png) | 62 8 17 0,31 82

DP = Desvio Padrio

A tabela 7 apresenta o nimero e o percentual de criangas que ndo

atingem nem 50 % da RDA, aquelas que atingem esse nivel e as que excedem.

Tabela 7: Percentual de criancas com relacio ao alcance da RDA.

<50 %RDA =50 % da RDA > 50 % RDA
n %o n Yo N %o
Calorias (Kcal) 21 32 39 60 3 5
Proteina (g) 6 9 28 43 29 45
Calcio (mg) 31 48 29 45 3 5
Ferro (mg) 31 48 29 45 3 5
Vitamina D (pg) 18 35 26 50 6 12

RDA = Recomendacgio Didria Aceitavel
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O estado nutricional como causa de vdarias doengas forma a base de
muitos programas de satde ptuiblica. Os alimentos e a 4gua vém sendo hd muito
tempo suplementados com vitaminas ou minerais em quantidades traco para a
prevencdo de doencas. Estudos experimentais, avaliagdes clinicas e
epidemiolégicas foram usados para estabelecer a associacdo entre o estado

nutricional e a suscetibilidade a toxicidade do chumbo>’.

Os experimentos com animais tém mostrado como o0s nutrientes
modificam a toxicidade do chumbo e, mais recentemente como o chumbo
modifica o metabolismo destes. Ratos alimentados com uma dieta pobre em
calcio tém concentracdes de Pb-S cerca de quatro vezes maior que aqueles
alimentados com uma dieta normal desse nutriente, quando as quantidades
ingeridas de chumbo foram iguais. As concentracdes de chumbo no o0sso
também aumentam com uma dieta pobre em calcio. As primeiras observacdes
em roedores foram também confirmadas em muitas espécies incluindo a

39, 66
humana®® %,

As caracteristicas da dieta humana sdo mais complexas, porém, estudos
tém confirmado a associacdo entre um estado nutricional marginal e a
suscetibilidade a toxicidade do chumbo, mas raramente mostra a magnitude dos
efeitos identificados como nos experimentos em animais. Nos Estados Unidos,
os niveis de Pb-S foram reduzidos durante as duas ultimas décadas em
aproximadamente 80 % das criancas, reflexo de intervengdes primdrias, como
por exemplo, a remocdo do metal da gasolina e de soldas das latas de alimentos,
e por estratégias de prevencdo secundiria como intervencdes nutricionais. A
prevencdo secunddria esta focada na redugio da carga corpérea de Pb e dos seus
efeitos téxicos decorrentes da absorcdo. Muitas caracteristicas que reduzem a
suscetibilidade a toxicidade do chumbo (refeicdes regulares, baixa ingestdo de
gorduras, adequada ingestdo de ferro e cdlcio) s@o as mesmas recomendadas

. <0139, 67
para uma dieta saudavel” ™ °'.

IV.5. AVALIACAO DA EXPOSICAO AO CHUMBO

O monitoramento biolégico foi definido como a medida e avaliagdo de
agentes quimicos ou seus metabdlitos em tecidos, secre¢des, ar expirado, ou
qualquer combinagdo destes para avaliar a exposi¢do e o risco a saude,

comparado a referéncia apropriada68. Os valores dos xenobidticos ambientais e
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ocupacionais, ou os seus metabodlitos em individuos ndo expostos sdo chamados
valores de referéncia e nos permitem avaliar a existéncia e o grau de exposi¢do
para identificar e monitorar os individuos em situacéo de risco, correlacionando

“ . . e . . - 6
a dose do xenobidtico com efeitos especificos e desejavelmente reversiveis®.

O Brasil é um dos paises onde ndo foram implantados programas
educacionais com relagdo a prevencdo da intoxicagdo e ainda sdo realizados
poucos estudos ambientais. Muitos dos valores de referéncia utilizados foram
transcritos de legislacdes internacionais e estdo muito acima dos valores

recomendados atualmente.

A tabela 8 apresenta uma andlise descritiva dos indicadores de exposic¢do
ao chumbo nas criangcas de 0 a 16 anos. Para o indicador Pb-S, que ¢é
considerado o “padr@o ouro” na avaliagdo da exposi¢do ao chumbo, foram
encontradas médias de 5,6 pg/dL para meninas (n=30) e 5,5 pg/dL para
meninos (n=32). Embora a média de Pb-S para todas as criancas estudadas
tenha sido de 5,5 pg/dL, 4,8% delas apresentaram niveis acima de 10 pg/dL,
com média de 11,4 png/dL, demonstrando uma exposi¢do preocupante. O valor
de referéncia (VR) atual do CDC para criangas menores de 6 anos € menor que
10 pg/dL, porque sdo particularmente vulnerdveis a exposi¢do ao Pb, como ja

relatado’®.

Tabela 8: Indicadores biolégicos de exposicao ao chumbo.

N | Média DP Minimo | Maximo VR

Pb-S (png/dL) 63 5,6 2,3 1,0 13,6 <10
Pb-U (pg/g cr) 521 0,5 0,2 0,2 1,0 <2,7
ALA-U (mg/g cr) |53 2,9 1,1 0,8 6,6 <4,0
ZPP (ng/gHb) 65 3,2 5,9 1,1 47,7 <3,6

DP = Desvio Padrio

Como relatado anteriormente, as criangas foram dividas em trés grupos,
de acordo com as caracteristicas fisioldgicas e nutricionais, assim distribuidas:
grupo 1 (1 a 3 anos), grupo 2 (4 a 7 anos) e grupo 3 (8 a 16 anos). Embora
este estudo ndo tenha encontrado diferencas significativas para o Pb-S, o valor
médio para o Grupo 1 (média 6,3 pg/mL n=12) é maior do que 0s outros grupos

(Figura 7).
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Neste estudo, 40,3 % (n = 25) das criangas avaliadas, apresentaram
valores de Pb-S acima de 6 pg/dL que foi adotado como ponto de corte. O valor

médio deste indicador para estas criancas foi de 7,8 pug/dL.

Sexo e idade foram os principais fatores de risco encontrados para
concentragdes excessivas de Pb-S em criancas no “National Health and
Nutrition Examination Surveys II” (NHANES II) e NHANES III nos Estados
Unidos. O NHANES III conduzido durante 1988 a 1994 e o NHANES 1999
(publicado em 2002) indicaram que as concentra¢des de Pb-S na populacdo
americana continuam a cair. No entanto, a concentragdo em criangas com idade
entre 1 e 5 anos parece ser mais alta entre a populacdo que vive em grandes

dreas metropolitanas ou em construgdes antigas70.

6,3= 63

6,0=

58

Pb-S (ng/dL)

5,56=

5,3= 51

T T
1 2 3

Grupos por idade

Figura 7: Valores médios de Pb-S por grupos de idade.

Um valor limiar, abaixo do qual o chumbo nio produz efeito no
desenvolvimento, ainda ndo foi identificado, portanto, este metal ainda ndo tem
uma NOAEL definida. Em 1991, o CDC estabeleceu o valor de 10 pg/dL de Pb-
S em criancas como um “ponto sinalizador” para a investigacdo da exposi¢do ao
chumbo. Este nivel de Pb-S foi estabelecido com a intencdo de servir de
ferramenta para o gerenciamento e avaliagdio do risco em diferentes

comunidades. Geralmente tem sido interpretado como um limiar, assim o nivel
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menor que 10 pg/dL € visto como “seguro” e um nivel maior como “téxico”.
Porém, um simples nimero nido pode ser citado como um limiar, separado do
contexto de fatores como o tempo e avaliacdo da exposicdo, a duracdo da

elevacdo do Pb no sangue e caracteristicas do ambiente onde a crianga cresce.

Poucos dados estavam disponiveis sobre possiveis efeitos abaixo de 10
pg/dl e em 1991 o CDC declarou que efeitos adversos ocorrem nesta faixa.
Dentre as criancas do estudo prospectivo de Boston, para aquelas que a média
do nivel de Pb-S na idade de 2 anos foi 7 ug/dL, foi encontrada uma associagio

significativa entre nivel de Pb-S e QI’.

No NHANES III, entre 4853 criancas de 6 a 16 anos de idade, Pb-S foi
inversamente associado a 4 medidas de fun¢ido cognitiva, mesmo quando a
amostragem foi restrita a criancas com niveis de Pb-S menores que 5 pg/dL. O
histérico do Pb-S das criancas nio estava disponivel, todavia é possivel que
seus niveis tenham sido muito maiores em idade menor e que esses foram
responsdveis por performance tardia nas criangas com altos niveis de Pb-S

COIlCOI'I‘el’ltC‘,7 .

Os niveis de Pb-U tém sido usados em exposi¢cdes continuas,
particularmente no monitoramento bioldégico de exposi¢des ocupacionais.
Quando ocorre o aumento da exposi¢do, as suas concentracdes aumentam
gradualmente, entrando em um estado de equilibrio apés semanas'’. Os valores
médios de Pb-U observados foram de 0,5 pg/dL para os meninos e 0,4 pg/dL
para as meninas. Apesar de ndo terem sido encontradas diferencas significativas
entre os sexos € os grupos de idade, assim como para Pb-S, o grupo 1

apresentou os niveis de Pb-U maiores que os demais grupos (0,6 ug/dL, n=8).

Alguns autores sugerem a utilizagdo da determina¢do dos niveis do ALA-
U por HPLC como teste de ‘screening’ para estudar a exposicdo humana por
chumbo, este método mostra maior especificidade, principalmente em baixas
concentragdes de Pb-S, caracterizando uma percentagem maior de individuos
abaixo de 4,5 mg/g cr de ALA-U*?. Estes autores encontraram uma correlacao
estatisticamente significativa entre Pb-S e ALA-U (p =0,01, r =0,739) em dois
grupos de trabalhadores, cabistas da companhia telefonica e trabalhadores de

fabricas de baterias, localizadas no Rio de Janeiro.
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Ainda com relacdo ao ALA-U, as criancas estudadas neste trabalho
apresentaram valores médios de 2,9 mg/g cr, sendo que 11 % (n = 7) delas
apresentaram valores acima de 4,5 mg/g cr, com média de 5,0 mg/g cr.
Caracteriza-se exposi¢do ambiental ao metal nesta percentagem da populacio,
visto que o VR estabelecido pela legislacdo brasileira para adultos é de até 4,5
mg/g cr e a NR-7 do Ministério do Trabalho preconiza 10 mg/g cr como Indice
Biol6gico Maximo Permitido (IBPM) para trabalhadores expostos ao chumbo.
Ogata & Taguchi (1987) encontraram o valor médio de 1,2 mg/g cr em adultos
sauddveis ndo expostos ocupacionalmente. Este indicador também mostrou
diferenca significativa (p<0,01) entre os grupos de idade 1 e 3 (Figura 8). O
grupo 1, que é constituido pelas criangas de 1 a 3 anos, é aquele que apresentou
valores médios de Pb-S maiores, demonstrando que as criangas nesta faixa de
idade estdo mais propensos a exposi¢do devido ao seu comportamento e
caracteristicas fisioldgicas ja comentadas. Deste modo, ao contrario do Pb-S,
este indicador foi capaz de diferenciar o grupo mais suscetivel dos demais,

permitindo a identificacdo da exposicao.

8,00
6,00

=

<T 4,00+

-

<
2,00 L
0,00 =— I I

Grupos por idade

Figura 8: Distribuiciao dos indicadores biolégicos ALA-U por grupos de idade.
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A média de ZPP encontrada para as meninas foi de 93 pmol/mol heme
(3,6 pg/g Hb) e a média para meninos foi de 72,4 pmol/mol heme (2,8 ng/g
Hb). O valor médio de ZPP para todas as criancas foi de 87,7 pmol/mol heme
(3,2 ung/g Hb). Esta varidvel ndo apresentou distribuicio normal e foi
logaritmizada para comparacdo entre os grupos de idade e sexos, ndo
apresentando diferencas significativas. Os valores de ZPP apresentaram uma
distribuicdo de valores ampla pois uma crianga apresentou um valor muito alto
de 47,70 ng/g Hb (1232 pmol/mol heme), encontrado somente em trabalhadores
com exposicdo muito elevada’'. Soldin et al. (2003) conduziu um estudo com
6478 criancas de 0 a 17 anos para estabelecer valores de referéncia para ZPP;
foram encontradas médias de 44,7 pmol/mol heme para meninas e 44,3
pmol/mol heme para meninos. No presente estudo, 78,5 % (n=51) das criangas
tiveram valores de ZPP acima de 44 pmol/mol heme. Este percentual elevado
deve-se as deficiéncias nutricionais encontradas, especialmente de ferro, porém
a exposi¢cdo ao chumbo pode estar contribuindo para os elevados indices de

ZPP.

Em 1985, o CDC recomendou a utilizacdo da ZPP como teste de
“screening” para a exposi¢do ao chumbo em criangas. Em 1991 a recomendacgéo
foi revogada, pois a ZPP ndo é especifica para a exposi¢cdo ao chumbo, por
sofrer interferéncia com a deficiéncia de ferro. Porém, é sensivel para indicar os

efeitos adversos a saide em decorréncia da exposi¢ao por chumbo’?.

Os valores de hematécrito e de hemoglobina s3o utilizados no
diagnéstico de anemia, que na maioria das vezes estd associada a deficiéncia de
ferro. Entretanto, a queda do estoque de ferro é um sintoma que antecede o
aparecimento da anemia e hematdcrito e hemoglobina ndo sdo tdo sensiveis e
nem especificos quanto os niveis de ZPP para diagnosticar a deficiéncia de

ferro’*.

A manutengdo dos estoques de ferro é de grande importincia em criangas
durante o crescimento e desenvolvimento, pois baixos niveis desse
micronutriente podem levar a prejuizos no desenvolvimento motor e cognitivo,
assim como um aumento da exposicio ao chumbo’®. Labbé, Vreman &
Stevenson (1999) estipularam que uma variagdo dos niveis de ZPP de 60 a 80
pmol/mol heme, mesmo que os valores de hemoglobina e hematdcrito estejam

normais, estd associada a queda dos estoques de ferro em criangas ,podendo ser
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causada pela a ingestdo insuficiente ou doengas cronicas. No presente estudo,
26,2 % (n=17) das criangas apresentaram anemia microcitica, diagnosticada
através dos valores de hemoglobina e hematdcrito. Porém o nimero de criangas
que apresentaram uma ingestdo insuficiente deste micronutriente passa de 60 %

e 78,5 % apresentaram valores superiores aos de referéncia para a ZPP.

1V.6. AVALIACAO DOS INDICADORES CLINICOS

Além dos indicadores biol6gicos de exposi¢do ao chumbo, foram

realizados exames clinicos de rotina, urindlise e hemograma.

O valor médio da razdo cdlcio/creatinina urinaria foi de 0,12 mg/g cr
(n=49) com valor minimo de 0,01 mg/g cr e maximo de 0,40 mg/g cr. Dentre
estas criancas, 12 % (n=6) apresentaram valores médios de 0,27 mg/g cr, acima
dos VR (0,21 mg/g cr), que é um indicativo de hipercalcitdria e pode estar
relacionado com a de ingestdo de cdlcio, proteina, fosforo e sacarose, como
também a fatores genéticos, atividade fisica, idade, sexo e ou até devido ao

status da vitamina D’>* 7% 77,

O EAS realizado mostrou que 38,5 % das andlises nio apresentaram
alteracdes e 47,7 % apresentaram alteracdes. Dentre estas alteragdes a presenga
de cristais de oxalato de cdlcio foi verificada em 21,5 % (n = 14) das criangas, a
presenca de cristais de urato em 10,8 % (n =7) e a presenca de cristais de
fosfato em 3,1 % das criangcas (n =2). Além da presenca de cristais foi
verificada a presenca de bactérias no sedimento urindrio de 12,3 % (n = 8) das
criangas (Figura 9). Os cristais indicam distirbios metabdlicos relacionados ao
metabolismo de cdlcio e fosfato e a presenca de bactérias, infec¢des no trato

urogenital.

O valor médio da creatinina foi de 1,3 g/L (n=53), com valor minimo de
0,2 G/L e valor maximo de 3,3 g/L. A creatinina é um metabdlito formado
espontaneamente, provém do metabolismo muscular da creatina e da creatina-
fosfato. A sua taxa de formacgdo é constante com cerce de 2 % da creatina do
corpo sendo convertida em creatinina durante 24 hs, é totalmente filtrada pelos
rins, mas sua excre¢cdo pode variar devido a fatores genéticos e a idade. A
creatinina € utilizada para a correcdo da diluicdo da urina na monitorizagdo
biolégica da exposi¢do a diversas substancias quimicas. A OMS recomenda que,

caso uma amostra seja muito diluida (< 0,03 g/L), outra amostra deve ser
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coletada. Um estudo recente analisou os valores de creatinina dos participantes
do NHANES III para a obtencdo de valores de referéncia por faixa etdria,
obtendo os valores de 1,3 g/L para todos os participantes do estudo, na faixa
etdria de 6 a 70 anos, 1,0 g/L para a faixa etdria de 6 a 11 anos e 1,6 g/L para a
faixa etdria de 12 a 19 anos’®.

4.6 % Cristais de
oxalato e outras 3.1 % Cristais de

alteracoes fosfato e outras

alteracoes

6,2 % Cristais de
Uratos e outras

alteracoes

12.3 % - Bacteriuria

16,9 % Cristais de
oxalato de calcio

4,6 % Cristais de uratos

g

38.5 % Sem alteracoes

~Sa

13.8 % - Sem exame

Figura 9: Relacdo em percentagem dos exames de urinalise.

A tabela 9 apresenta os resultados encontrados no exame hematoldgico.
Com relacdo ao hematdcrito (média de 37 %), em 6 % das criancas foram
encontrados valores abaixo de 36 %, sendo o menor valor encontrado 27 %.
Quanto a hemoglobina (média de 12 g%), em 30% (n = 19) das criancas foram
encontrados valores abaixo de 12 g% com média de 10,8 g%. Na andlise
especifica dos glébulos vermelhos foram encontrados os seguintes pardmetros:

26 % anemia microcitica e 9 % policitemia com macrocitose.

Tabela 9: Tabela descritiva dos indices hematimétricos encontrados nas criancas.

N Média DP Minimo Maximo
Hemoglobina * 63 12 1,3 8 15
Hematoécrito ** 64 37 3,5 27 45

DP = Desvio-Padrao, *g%, **%
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Os estudos epidemioldgicos utilizam o valor de 11 g% de hemoglobina
como caracteristico de anemia, exceto para recém-nascidos. A defici€ncia de
ferro € a causa mais comum de anemia, mas ndao € a dnica, outras causas seriam
as infeccdes cronicas, hemoglobinopatias hereditdrias, deficiéncia de dacido
folico e também a exposicdo ambiental ao chumbo. Estas causas devem ser

avaliadas segundo a realidade epidemioldgica local e dados individuais’.

Y Grupo 1: Anemia microcitica hipocréomica (n = 16)
82 Grupo 2: Sem andlise especifica (n = 12)
Grupo 3: Sem alteragdes (n = 29)

607 Grupo 4: Policitemia (n = 6)

5,8=

Pb-S (ug/dL)

55=

5,3=

T T T
1 2 3 4

He matologia es pecifica

Figura 10: Distirbios hematolégicos distribuidos segundo valores de Pb-S
(pg/dL).

A figura 10 mostra a relacdo entre os niveis de Pb-S e os distirbios
hematoldégicos encontrados. Como discutido anteriormente, o grupo 1
apresentou maior média de Pb-S (6,2 pg/dL), porém ndo houve diferenca

significativa entre os grupos.

IV.7. ANALISE DA INTERACAO DOS PARAMETROS CLINICOS E
NUTRICIONAIS COM INDICADORES DE EXPOSICAO AO
CHUMBO.

Foram realizadas correlagdes com o objetivo de avaliar a aplicabilidade
dos indicadores de dose interna e de efeito nesta situacdo de exposicdo ao

chumbo. Para tanto, os pardmetros nutricionais e clinicos foram correlacionados

com os indicadores bioldgicos.
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O indicador de efeito ALA-U apresentou correlacio negativa e
significativa com o hematocrito (p = 0.003, r = - 0,399, n = 52) e com a
hemoglobina (p = 0,034, r = - 0,295, n = 52) indicando a relacdo entre a
exposicdo ao chumbo e seu efeito sobre o sistema hematopoiético. Além destas,
apresentou correlacdo positiva e significativa com os valores da razdo Ca/cr
urindria (p = 0,001, r = - 0,443, n = 49) podendo indicar que o aumento da
exposicdo ao chumbo leva a maior excre¢do de cdlcio devido a competigdo

existente entre estes cations divalentes.

A ingestdo de vitamina D foi correlacionada negativamente com os
niveis de Pb-S (p = 0.002, r = - 0, 403, n = 57) (Figura 11).Sua forma ativa
(1,250H;,D), é conhecida por estimular a formacgao de proteinas que se ligam ao
cdalcio e estimulam a sua absor¢do. Estudos epidemioldgicos tém revelado que a
baixa ingestdo deste nutriente, e baixos niveis séricos de 250HD foram
associados a niveis elevados de Pb-S em criangas que também possuiam
deficiéncia na ingestdio de cdlcio™®. Outros estudos ndo encontram essa
associa¢do quando o estado nutricional é adequado®® "°. Cheng er al (1998)
relataram ainda que idosos com baixa ingestdo de vitamina D t€ém um aumento
dos niveis de chumbo na tibia e patela quando comparados a idosos com

ingestdo suficiente desta vitamina (Figura 11).

16,0

12,07

8,07

Pb-S (ug/dL)

4,07

0,0 T I T
-0,8 0,0 0,8 15 23

Log vitamina D

Figura 11: Correlacao entre a ingestdo de vitamina D e Pb-S.



Carvalho, M. A. R. 44

IV.7.1 — Modelos de regressao linear multipla.

Foram construidos modelos de regressdo linear, controlados pela idade,
para verificar qual indicador pode predizer alteragdes nos niveis de
hemoglobina, hematdcrito e cdlcio urindrio. A varidvel Log da recuperacdo de
ALA-D que foi analisada para o projeto amplo do qual este trabalho faz parte,

também foi incluida nestes modelos.

No modelo com a hemoglobina como varidvel dependente (Tabela 10), as
varidveis Pb-S, Log de ZPP e ALA-D sao preditivas (p = 0,04) em 31,3 %, com
valor de B negativo.

Tabela 10: Modelo de regressio linear com a hemoglobina como variavel
dependente.

Varidveis R Sig R R® Sig R” B Sig B
Independentes

Pb-S -0,128 0,162

Log ZPP 0,559 0,001 0,313 0,040 -3,517 0,003

% ALA-D* -0,055 0,040

*percentual de recuperacdo da ALA-D

No modelo com o hematécrito (Tabela 11) como varidvel dependente, as
varidveis ALA-U e Pb-S sfo preditivas em 19,4 % (p = 0,024). Considerando
somente o ALA-U este é capaz de prever em 9 % (p = 0,042) o hematdcrito.

Tabela 11: Modelo de regressao linear com o hematdécrito como variavel
dependente.

Varidveis R SigR R* SigR? i Sig p
Independentes

ALA-U 0,440 0,010 0,194 0,024 -1,082 0,021

Pb-S - 0,398 0,024

No modelo com cdlcio urinario como varidvel dependente, o Logaritmo

de Pb-U foi preditivo em 10,8 %, com [ positivo ( Tabela 12).
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Tabela 12: Modelo de regressao linear com o calcio urinario como variavel
dependente.

Variaveis R SigR R* SigR? B Sig p
Independentes
Pb-U 0,329 0,031 0,108 0,031 0,103 0,031

Estes indicadores tém ampla utilizagdo na pratica ocupacional. Porém,
nas avaliagdes ambientais sua aplicacdo ainda vém sendo investigada. Estes
modelos citados acima demonstram que existe uma relacdo entre os indicadores,

a exposicao desta populacdo e os distirbios encontrados.

Tabela 13: Modelo de regressao linear com o Pb-S como variavel dependente.

Variavel Independente R Sig R R” Sig R” B Sig B

Vitamina D 0,291 0,028 0,084 0,028 -1,058 0,028

Outro modelo foi criado com o Pb-S como varidvel dependente (Tabela
13) e os nutrientes, varidveis independentes. A vitamina D ingerida foi capaz de

predizer 8,4 % (p = 0,028) dos niveis de Pb-S, com valor de  negativo.
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V — CONCLUSOES

v

A metodologia padronizada para a quantificagdo de 250HD3; demonstrou
ser especifica, por obter uma correlacdo negativa significativa entre os
valores de paratormdnio e 250HD como citado em literatura. O limite de
detecc@o desta metodologia foi suficiente para identificar deficiéncias,
classificando-as em suave, moderada e grave, pois apresentou diferenca
significativa entre os grupos de classificagdo. Para estas mesmas criangas

foram determinados os niveis de paratormonio.

As criangas avaliadas apresentaram valores médios de 18 ng/mL de
250HD. Sendo caracterizadas como portadoras de uma deficiéncia grave
38,5%; 15,4 % apresentaram valores entre 5 e 10 ng/mL e foram
caracterizadas como deficiéncia moderada, 16,9 % com deficiéncia suave

e 13,8 % como apresentando niveis suficientes.

A populacido estudada pode ser considerada sdcio-economicamente
desfavorecida, com boa parte das criangas demonstrando comportamento
considerado de risco quanto a exposi¢cdo ao metal. Seus pais apresentam
nivel educacional baixo, préximo ao do funcional, que também ¢

considerado um fator de risco para a exposi¢do.

Os valores da dose potencial para o solo ultrapassaram a dose de
referéncia (DRf) preconizada pela EPA (2000). O fator de risco
neuroldgico por ingestdo foi 13 vezes superior a DRf e, por inalagio, 1,2

vezes maior configurando uma situagdo de risco para estas criangas.

A populacdo apresentou um estado nutricional abaixo do recomendado,
com grande defici€ncia dos micronutrientes célcio, ferro e vitamina D,
além de baixo consumo de calorias. Através do questiondrio de
freqiiéncia alimentar foi possivel distinguir as defici€ncias grave e suave
dos niveis normais para a ingestdo de Vitamina D. Entretanto, ndo foi
possivel distinguir a deficiéncia moderada dos niveis normais, pois este

tipo de questiondrio é suscetivel a viés de informacdo.

Cerca de 5 % das criancas apresentaram niveis de Pb-S acima de 10
pg/dL e 11 % valores de ALA-U acima de 4,5 mg/g cr, caracterizando

exposicdo ambiental ao metal.
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v" O indicador de efeito ALA-U, ao contrario do Pb-S, foi capaz de
identificar o grupo de criangas mais suscetivel a exposi¢do, devido a
diferenca significativa encontrada entre os grupos 1 e 3. Além disto, foi
observada uma correlacio negativa significativa com os 1indices
hematimétricos (hemoglobina e hematdcrito), mostrando que este

indicador é adequado para a avaliagdo da exposi¢do ambiental.

v" Quanto ao indicador de efeito ZPP, 78,5 % (n=51) das criangas tiveram
valores acima dos VR. Este alto percentual de andlises com alteragdo
estd relacionado a deficiéncia nutricional em ferro, podendo também
estar sob influéncia da exposicdo ao chumbo, levando ao quadro de

anemia.

v' A ingestdio de vitamina D foi correlacionada negativamente com o0s
niveis de Pb-S, que pode indicar uma exposi¢do mais elevada nesta
populacdo devido a caracteristica alimentar deficiente do nutriente, com

implicacdes para o desenvolvimento §sseo.

v A presenga de cristais de oxalato de cdlcio foi verificada em 21,5 % das
criancas. Estes cristais indicam distirbios relacionados ao metabolismo
de célcio e fosfato. No entanto, apenas 12 % excederam o valor de

referéncia para a razdo cdlcio/creatinina urinéria.

v" Os modelos de regressdo linear mostram que ALA-U e ZPP podem ser
utilizados como indicadores de exposi¢do ao chumbo, pois sdo capazes
de predizer alteracdes relacionadas a exposicdo. A determinacdo de ZPP,
junto ao Pb-S e ALA-D € capaz de predizer em 31,3 % os niveis de
hemoglobina,e 0 ALA-U junto ao Pb-S é capaz de predizer em 19,4 % os
niveis de hematdcrito. Somente o ALA-U é capaz de predizer em 9 % os
niveis de hematdcrito, o que indica a existéncia de uma relagido entre os

indicadores, a exposicdo desta populagio e os distirbios encontrados.

v' No modelo criado com os nutrientes avaliados e os indicadores de
exposi¢cdo, o consumo de vitamina D foi capaz de predizer 8,4 % dos
niveis de Pb-S, mostrando que o estado nutricional € um fator importante

e podera servir como forma de prevencdo desta exposicao.
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VIl - ANEXOS

ANEXO I - Questiondrio de Avaliacao de Exposicao ao Chumbo.

FUNDACAO OSWALDO CRUZ - FIOCRUZ
Escola Nacional de Saude Publica

L] [

]
-"i= -

Centro de Estudos Saiide do Trabalhador e Xn\RIAKN

iy
o

Ecologia Humana

1- Namero: 2-CESTEH numero:

A) Dados Gerais

1. Data de hoje: ___/ / Hora do inicio:

Nome do voluntdrio (crianga ou gravida):

2
3. Nome do responsavel ( quando for o caso):
4

Endereco:
5. CEP: -9-Faltando
6. Telefone de contato: -9-Faltando
7. Sexodacrianga: 1 - M 2- F

8. Estado Civil (responsdvel/grdvida):
1- Casado 2- Solteiro 3- Unido Livre 4- Separado 5- Viivo
9. Data de nascimento da crianca/gravida: ___/___/____

10. Idade da crianga/gravida: _____anos

11. Grdvidas: H4 quanto tempo vocé estd grdvida (em semanas)?

12. Grdvidas: Quantas vezes vocé ficou gravida?

13. Quantos filhos vocé (responsavel/gravida) tem?

14. Vocé tem mais criancas na sua casa? 1- sim 2- ndo 9- Faltando
Quantas? ___
15. Deseja que as outras criangas participem desta avaliacdo? 1- sim 2- ndo 9- Faltando

16. Vocé (responsavel/gravida) sabe ler e escrever? 1- sim 2- nido 9- Faltando

17. Até que ano vocé (responsdvel/gravida) estudou na escola?

1- ndo foi a escola 2- ensino fundamental completo 3- ensino fundamental incompleto

4- ensino médio completo 5- ensino médio incompleto 6- mais que o ensino médio.

Cite: 9- Faltando

18. A crianga estd na escola? 1- sim 2- ndo 9- Faltando

19. Em que periodo escolar a criancga se encontra? 1- pré-escolar (creche) 2- fundamental
3- médio 9- Faltando

20. Ha quanto tempo vocé& mora nesta comunidade? ____ anos____ meses 9-Faltando

21. Quantas pessoas moram permanentemente em sua residéncia? _____ pessoas

22. Quantos comodos (quartos e salas) tém a sua casa ?7_____ pecas

23. Como é o piso da sua casa? 1- “vermelhdo” 2- cimento 3- madeira (taco)

4- ceramica 5- outros. Especifique: _____ 9- Faltando

24. Quantas vezes vocé precisa limpar a poeira da sua casa? 1- mais de uma vez por dia
2-  uma vez por dia 3- duas ou mais vezes por semana 4 - uma vez por semana 5- -Outras
freqiiéncias: 9- Faltando
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25. Quando sua casa foi pintada pela iltima vez ? ____ anos ____ meses
1- nunca foi pintada 9- Faltando

26. Na ocasido da pintura foi usada lixa para o preparo das paredes?
1- sim 2- ndo 9- Faltando

27. A sua casa possui dgua encanada? 1- sim 2- ndo 9- Faltando

28. Em caso positivo, os encanamentos da sua casa sdo de:

1- pléastico 2- metal 3- outros. Especifique: ____ 9- Faltando
29. Qual o destino do lixo da sua casa? 1- recolhido pelo lixeiro 2- colocado na cagamba 3-
enterrado 4- queimado 5- deixado a céu aberto
6- outros. Especifique: _____ 9- Faltando

B) Atividades do entrevistado ou de alguém que more em sua casa relacionadas ao
metal estudado no projeto

30. Vocé ou alguém que more na sua casa ja trabalhou ou trabalha em: (incluindo: atividade

principal e outras atividades (“biscate”): 1- sim 2- ndo 9- Faltando

1- Indistria de produtos de borracha 2- Industria de plasticos 3- Inddstria de cerdmica
4- Gréafica 5- Fébrica de tintas 6- Construgdo ou renovagdo de casas

7- Jateamento de areia 8- Pintor 9- Concerto de radiadores 10- Soldagem

11- Fabrica de bateria ou recarregadores 12- Atividade de derreter metal

13- Incineracdo de Lixo 14- Atividade de contato com gasolina

15- Outros. Especifique:

31. OBS: Se a resposta for NAO pule para a pergunta nimero 40.

32. Ha quanto tempo trabalha ou trabalhou nesta ocupacdo? ____anos ____ meses. 9- Faltando

33. Qual é a sua carga hordria semanal nessa ocupagao? _____hs/semana. 9- Faltando

34. H4 quanto tempo vocé ou alguém que more na sua casa saiu desse “emprego” (quando for o caso) ?

anos meses 9- Faltando
35. Qual era a sua carga hordria semanal nessa ocupagdo? _____hs/semana. 9- Faltando
36. Vocé tem uma nova ocupagao? 1- sim. Especifique: ____ 2- nao 9- Faltando
37. Ha quanto tempo exerce esta outra atividade (“biscate”)?____ anos ____ meses

38. Vocé ou alguém que more na sua casa usa equipamentos de protecdo individual durante o seu trabalho tais como

mascara e/ou luva e/ou avental ? 1- sempre- Especifique: 2- ndo 3- raramente-
Especifique: 8- ndoseaplica 9- Faltando
39. Onde € lavada a sua roupa de trabalho e a das outras pessoas da sua casa? 1- em casa 2-

a empresa manda lavar 3- em lavadeira 4- outros. Especifique:

C) Fontes de emissdo e sua localizac@o em relagéo a residéncia do entrevistado

40. Vocé mora ou morou em algum lugar que fosse proximo a:

1- sim. Especifique: 2- ndo 9- Faltando
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1- Industria de produtos de borracha 2- Inddstria de pldsticos 3- Inddstria de cerdmica

4- Gréafica 5- Faébrica de tintas 6- Construgdo ou renovagdo de casas

7- Jateamento de areia 8- Pintor 9- Concerto de radiadores 10- Soldagem
11- Fabrica de bateria ou recarregadores 12- Atividade de derreter metal

13- Incineracao de Lixo 14- Atividade de contato com gasolina

15- Outros. Especifique:

D) Habitos
41. Vocé ou alguma pessoa em sua casa fuma cigarro regularmente?
1- sim. Especifique quem: 2- ndo 9- Faltando

42. Vocé ou esta pessoa fumam cigarro perto da crianca?

1- sim 2- ndo. Especifique aonde fuma: 9- Faltando

43. Quantos cigarros fuma por dia? ____ cigarros/dia ~ ________ magos 9- Faltando

44. Ha quanto tempo vocé ou esta pessoa fuma? ____ anos ____ meses 8- ndo se aplica (nunca
fumou) 9- Faltando

45. Ha quanto tempo vocé ou esta pessoa parou de fumar? ____ anos ____ meses

8- ndo se aplica (nunca fumou ou ainda fuma) 9- Faltando
46. Grdvidas: Vocé consome bebida alcodlica? 1- sim 2- nido 9- Faltando

47. Grdvidas: Com que freqiiéncia vocé toma bebidas alcodlicas? 1-
4 ou mais vezes por semana 2- até 3 vezes por semana 3- pelo menos 1 vez por més  4-
menos 1 vez por més 5- parei de beber 6- ndosabe 8- ndo se aplica (nunca bebeu) 9-
Faltando

48. Grdvidas: Durante a dltima semana, na dltima ocasido em que vocé tomou bebidas alcodlicas, o
que bebeu e em que quantidade?

1- ndo bebeu 2- ndosabe 8- ndoseaplica 9- Faltando
Quantidade

Bebida Copos Latas Cilices Doses Garrafas
1- Cerveja ou chopp 1-0 2-___ 3-__ 4-___ 5-___
2- Vinho 1-10 2-___ 3-___ 4-___ 5-___
3- Destilados (cachaga, rum, vodca, 1-0 2-__ 3-_ 4-__ 5-___
conhaque, batidas, uisque, etc).
4- Licores 1-0 2-___ 3-__ 4-___ S-___

49. Responsdvel: A crianca chupa dedo ou chupeta?

1- sim. Especifique: 2- ndo 9- Faltando

50. Responsdvel: A crianga tem o hdbito de comer:
1- reboco 2- terra 3- areia 4- lapiscera 5- massinha 6- borracha
7- plastico 8- ldpis 9- papel 10- Outros. Especifique:

51. Responsdvel: Onde a crianga brinca?
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ATENCAO: ESTA PARTE DO QUESTIONARIO DEVE SER
ENTREVISTADOR

>

1-

2-

>

>

Atencdo do Entrevistado

Orientado e Atencioso

Pouco atencioso

Mal informado

Muito mal informado

Muito mal informado e confuso

Veracidade e exatiddo das respostas

Absolutamente franca e exatas

Provavelmente francas e exatas

Nem sempre francas e exatas

Poucas vezes francas e exatas

Nio foram francas e exatas

Hora do término da entrevista: minutos

Duracgdo da entrevista: minutos

Observacgdo: Este questiondrio possui 06 paginas.

ATENCAO: ESTA PARTE DO QUESTIOI\[ARIO DEVE SER
ENTREVISTADO. CASO O ENTREVISTADO NAO SAIBA LER, O ENTREVISTADOR DEVE
FAZER AS PERGUNTAS.

>

1-

2-

O que achou do entrevistador?

Seguro

Distraido

Confuso

Atitude do Entrevistador?

Atencioso

Indiferente

Impaciente

RESPONDIDA

RESPONDIDA

PELO

PELO



Carvalho, M. A. R. 61

ANEXO II - Parametros utilizados na Avaliacdo Ambiental.

Para a determinacdo da Dose Potencial e do Fator de Risco, os

seguintes parametros foram considerados:

Dose potencial para ingestdo:_concentragio (mg/kg ou L/ dia) x Ti x Ta,

PC (kg)

onde:

Ti — Taxa de ingresso para solo: 100, 200, 400 mg/dia;
Ti — Taxa de ingresso para dgua: 1,7 L/ dia;

Ta — Taxa de absor¢do (70%)

Peso Corpéreo — 15 kg

Dose potencial no ar:_concentragio (mg/m* )x Ti x Ta,

PC (kg)

onde:
Ti — Taxa de ingresso (10m3/dia)
Ta — Taxa de absorg¢do (90%)

Peso Corpéreo — 15 kg

Dose potencial na poeira: concentracio (mg/m” x Ti) x Ta

PC (kg)
onde:
Ti — Taxa de ingresso (10 mg/m?)
Ta — Taxa de absor¢do (90%)

PC - Peso Corpéreo — 15 kg

FR =DP ,
DRf
onde:
FR - Fator de Risco
DP — Dose Potencial

DRf — Valor de Referéncia (7,85 x 10->mg/kg/dia)
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ANEXO III — Determinacdo de chumbo em sangue (Pb-S) e chumbo em
urina (Pb-U).

As aliquotas das amostras de sangue ou urina para determinacdo de Pb-S
e Pb-U foram estocadas a 20°C por, no méiximo, 15 dias. Toda a vidraria
utilizada nesta andlise foi tratada previamente com 4dcido nitrico 10% a fim de
evitar possiveis contaminagdes por metais.

Apds descongelado, a amostra foi diluida em Triton X-100 0,1% na
propor¢do 1:20 e os padrdes de controle interno foram preparados na propor¢ao
1:10. A seguir, foram adicionados 10uL da matriz modificada (modificador:
Pd/Mg 150 pL de Pd 1%, 100 pL de Mg(NO3); 1% e 750 uL. de HNO3; 0,2%).
Apés este procedimento, 10 pL foram analisados em Espectrdmetro de
Absor¢do Atomica, em 283,3 nm com a fenda ajustada a 0,7 nm.

As curvas de calibracdo abrangeram as faixas de concentracdo de 0-50
pg/dL utilizando a matriz, com concentracdo baixa de chumbo. As curvas
analiticas das amostras foram construidas a partir de diluicdes 1:10 de sangue
em Triton X-100 e pela adicdo de padrdes de Pb nas concentracdes 5, 10, 25 e
50 pL/dL. Nestas condig¢des, os parametros determinados foram: L.D. (1,88
pL/dL); C.V. (13 pL/dL) 5,9%, fator de conversdo de pg/L para nmol/L (x
1/207,19).

ANEXO 1V - Determinacdo de Calcio Urindrio (Ca-U)

A determinag¢do do cdlcio urinério foi realizada através de espectrometria
de absorcdo atdomica por chama utilizando o equipamento Analyst 800 (Perkin
Elmer). Para a determinacdo de cdlcio em urina, as amostras foram diluidas 200
vezes em uma soluc¢do de dcido cloridrico 3% (v/v) e lantanio 1% (m/v), e lidas
diretamente na chama. Foi realizada ainda uma curva analitica na urina
utilizando o mesmo fator de diluicdo das amostras, nas seguintes concentragdes:
0,5 mg/L, 2,5 mg/L e 5,0 mg/L. Os resultados foram determinados por
regressdo linear e corrigidos pela creatinina urindria (valor de referéncia 0,21

mg/g cr).
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ANEXO V - Localizagdo dos pontos de coleta de amostras no Campus da
FIOCRUZ e no Parque Joao Goulard.

Legenda:

- Pontos A e D: FIOCRUZ - Av. BRASIL

- Pontos B: FIOCRUZ - Beira Rio

- Pontos C e E: FIOCRUZ- Av. Leopoldo Bulhdes
- Ponto F: Campo de Futebol (Jodo Goulard)

- Ponto G: Lixao Profundo (Jodo Goulard)
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ANEXO VI - Questiondrios de freqiiéncia alimentar e RDA.

FREQUENCIA ALIMENTAR:
NOME: DATA:_/ /_ _D.N.:_ [/ _/

ALIMENTO PORCAO | DIARIA | SEMANAL | 15/15 | MENSAL NAO
POR VEZ DIAS CONSOME

Leite

Queijos

Togurtes

Manteiga/
Margarina

Oleo

Ovos/gema

Carne de boi

Miuddos

Figado

Sardinha/Atum

Frango

Carne de porco

Leguminosas

Veg Verdes Esc

Arroz

Feijao

Paes

Macarrio

Frutas

Biscoitos

Balas/Guloseimas

Refrigerante

Café

Sucos

Bebidas alcodlicas

Enlatados/Embutidos

Sopas

e ALMOCAEJANTA( ) ALMOCAELANCHA ( )
e TEM ALGUM ALIMENTO QUE VOCE CONSUMA COM FREQUENCIA E
NAO FOI PERGUNTADO?
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FREQUENCIA ALIMENTAR (0-3 Anos)

NOME: DATA: _/ / D.N.: / /
RESPONSAVEL:
e Até que idade a crianca mamou exclusivamente no peito? ______ meses

() Nunca mamou no peito ( ) Ainda estd mamando no peito

e Por que a crianca parou de mamar no peito / Porque nunca mamou no peito?
() pouco leite ( ) acrianca ndo queria ( ) mde ndo queria ( ) mae ficou
doente

() crianga ficou doente ( ) problema no peito ( ) maie trabalhava /estudava

e A crianca recebeu outro tipo de alimento enquanto mamava exclusivamente
peito? ( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe
* Qual(s) tipo(s) de alimento(s)? ( ) MINGAU ( ) AGUA ( )CHA ( )

SUCOS Outros: Que tipo de
leite?
Café Colacao Almoco Lanche Jantar Ceia
Pés-ceia

Anotagdes:
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RECOMMENDED DIETARY INTAKES

*
Frr mowire than fifty vears, nurrition experts have produced a set of nutrient and enerzy standards known as the Recommernded
Digtary Allowances (RO ). & magar revisian is currencly underway 1o replace the RDA. The mvised recommerdations are
ralled Dietary Reference Intakes { DRI and reflect the collsboracive effons of both the United States and Canada, Uil 1997,
the ROA were the only scamdards available and d‘lE‘|.' will contimue to seeve healdy mﬂ'II'S wrtil DRI can be escablishad fix
all autrienes. For chis regson, both the 1989 RO and che 1997 DR for selected nurienis ane presented here.
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