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RESUMD

Neste trabalho estudamos alguns doe efeitos do chumbo sobre
© sistema imunoldgico. Foram estudados &0 individuos expostos
ocupacionalmente ao chumbo e 5@ individuos controle sem histdria
de exposicdo. Os niveis de thumbo no sangue e-de dcido delta-ami-
nolevulinico na urina foram utilizados como {ndices bicldgicos de
exposicao. DOs testes imuncldgicos utilizados foram.

- resposta imune inespecifica através da atividade fagoci-

tdria e litica dos neutrofilos frente aos antigenos Candida albij-

cans e Landida Pseudotropicalis e, a atividade fagocitdria e 14-

tica dos mondcitos frente ao antigeno C. Pseudotvopicalis;

- resposta imune humoral através das dosagens séricas das
imunoglobulinas G, M e A ;

- resposta imune celular atfavés da proliferacio blastica
de linfocitos estimulados pelo mitdgeno fito-hemaglutinina(PHA)

Os resultados obtidos demonstraram uma reducso significatji-
va na atividade litica de neutrdfilos frente ao antigenc C slbi-

cans nos individuos expostos ao chumbo. As atividades fagocitaria

e litica dos neutrdtilos & dos monocitos frente ap antigeno

E.pseudotropicalig, Peérmaneceram inalterados. Quanto aops niveisg

de imunoglobulinas, observamos um aumento significative nos ni-
veis da IsM e IgA nos individuos do grupo exposto. 0s niveis da
Is n3o apresentaram alteracSes significativas. A transformac3o
bldstica de linfdcitos does individuos expostos nio apresentou di-

ferenga: cignificativa- em relacso aos controles .



ARSTRALT

In this work some effecte o+ lead on the immune response
were investigated. Sixty lead-acid battery workers were studied,
as well as fifty non-exposed control individualé, To monitor
exposure we used blood lead levels(PbB) as a measure of internal

dose and delta-aminolevulinic atxd in urine(ALA-U) as an

indicator of effect. Phagocytosis and killing of Candida albicang
and Candida poeudelropicaljc by neutrophils and Candida
pseudofropicalis by monocytes; levels of immunoglobulins G, M and

a; and lymphocyte proliferation responses to the mitogen
phytohemagglutinin(PHA) were measured
The results obtained demonstrated that the phagocytic
function of neutrophils and monocytes in lead-exposed workers did
not differ from that of the controls. On the other hand, lysis of
C. albicans by neutrophils was significantly decreased even in
those workers with PbB and ALA-U concentrations below the
threshold lTevel value. Conversely, the lysis of
s tropicalj by neutrophils and monocytes was not altered.
We also observed in the exposed group a significant increase in
the 1levels of IgM and IgA. However, the levels of Ig5 presented
ne changes. Blast lymphocyte transformation had no significant
alterations, as compared to controls.
The relatively low level lead absorption effects manifested
by immunossupression indicates that immune dysfunction is =a

sensitive indicator of lead exposure.



INTRODUCXQ

0 chumbo, assim como outros metais Fesados, tem sido obieto
de inumeras investigacles na grea de toxicologia, Pois & um me-
tal contaminante ambiental e ocupacional Tal fato ocorre em con-
sequéncia do amplo emprego do chumbo na inddstria, destacando-se
a indiudstria extrativa, a petrolifera, a de acumu]adn}es, a de
tintas e corantes, a ge cer@mica, a grafica e a beélica & conta-
minagao ambiental Pelo chumbo pode ocorrer através da agua; do
solo, decorrente de minérios naturais, ou de residuos indus-
triais. A quantidade de chumbo introduzids diariamente no orga-
nismo humano esta na” faixa de 300 a 440 ug(Larini, 1987), corres-
pondente, principalmente,_ a alimentos contaminados pelo metal.
Pgr esta raz3o, o chumbo participa intensamente do meio em que o
homem vive e sua concentracdo oscila de local para local A PopPU-
lacS0 - urbana se defronta com este problema devido & cbnstante
emissg30 de chumbo por veiculos automotores, Ppelas indidstrias oy
ainda, pela ingest3o de alimentos contaminados Com a exposicio
ambiental ou ocupacional do homem ao chumbo podem ocorrer intowxi-
ca¢8es crdnicas, denominadas de “saturnismo” pou “plumbismo" .

A regido de Campinas apresenta quatro Qrandes fabricas de
placas de chumbo para bateria elétrica e indmeras outras clandecg-
tinas construidas em "fundo de Quintal”. Por esta raz8o, & grande
& Procura do Hospital das Clinicas da Unicamp para tratamente e
ou acompanhamentn médico de intoxicados por chumbp

0 monitoramento bicldeico da exposi¢do ao chumbo envolve a

utilizacio de fndices de exposi¢ao que fornecem informacBes quan-
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to aos niveis de absor¢@o(chumbo no sangue e urina) e, Pprincipal-
mente, a determinagioc de alteracBes causadas pelo metal no siste-
ma hematﬁldgico. O chumbo provoca a inibi¢do da producdo de hemo-~
globina devido ao antagonismo com o ferro € a interferéncia nas
reactes enzimdticas envolvidas na biossintese da molécula do he-
me (Putnam, 1986). 0s indicadores de exposicdo ao chumbo mais ytj-
lizados na avaliac3o do grau de exposig3o envolvem a determinacio
da taxa de excre¢8o urinaria de acido delta-aminolevulinico (ALA)
& de coproporfirina (CPW; concentraco de rperfirinas em eritrd-
citos circulantes e da atividade de enzimas envolvidas na sintese
de ALA, caomo a ALA-desidratase(Tola et al, 1973, Selander & Cra-
mer, 197@¢; Hammond et al, 1980, Alessio, 1988; Cornelis, 1988;
Tomokuni & ODgata, 1976; Pidetcha et al, 199@). Estec indices, no
entanto, ocorrem apenas como sinal agudo de exposiclo a altas
concentracBes de chumbo e apresentam fraca correlacio com os ni-
veis do metal no sangue (PbS) (BGoodman & Gilman, 1978), assim co-
Mo com os efeitos neurologicos(Spivey et al, 1979) e renais(Huang
et al,1988; Hammond et al, 19B8@) causadeos pela intoxicac¥o crbni-
Ca .

Em relacao aps efeitos crbnicos cauvcados Pelo chumbo, pode-
mos mencionar as altera¢des na funclo renal com consequente ele-
vat30 nos niveis de beta-2-microglobulina na Uurina e as altera-

cGes morfoldgicas e funcionais nas células de revestimento tuyby-

lar(Putnam, 1984, Huang et al, 1988B) Como tonsequéncia da incu-
ficiéncia renal, h3 uma diminuic3o da excrecSo de chumbo, que
agrava outros efeitos caucados pelo metal(Staessen, ., 12920 .

Ocorrem também efeitos neurologicos tais como a insGnia, a irri-
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tabilidade, as alucinac¢les, as convulsBes e o comal(Putnam, 19864,
Spivey et al, 1979). a sindrome neuromuscular verificada em indi-
viduos expostos ao chumbo, € manifestac3o de envenenamento suba-
gudo avancadoe. Um estada de fraqueza muscular e de fadiga prece-
dem a paralisia e € um sinal de desenvolvimento da sindrome (Good-
man & Gilman, 1978). 0 chumbo tambem tem a capacidade de se depo-
sitar nos ossos. Estudos tém mostrado que, do total de chumbeo de-
positado nos tecidos, 95% aproximadamente encontra-se nos os-
sos(Barry, 1975). Ecta deposicdo pode estar relacionada aos ni-
vels elevados de chumbo no sangue por longos periodos, meesmo de-
pois de terminada a exppsican, mantendo um gradiente de concen-
trac3o de chumbo nos ossos e no Plasma(Putnan, 19843

Estudos experimentais, jn vifro e in vivo tém demonstrado
que a exposicido ao chumbo pode alterar a resposta imunoldgica de
forma significativa. Esta sensibilidade se deve, provavelmente, 3
Propriedade do chumbo interagir com © sistema imunoldgico nos
processos de reconhecimento e Processamento do antigenq, ha cop-
peracio, na regulacfo, na amplificacdo, na ativacio, na prolife-
racdo e na diferenciagSo celular.

Trabalhos jia vitro demonstram gque o chumbo leva a um aumen-
to no numero de células formadoras de anticorpos(PFC) no ba¢o de
camundongos; um aumento na atividade proliferativa de linfdcitos
em presenca de mitogenos(Lawrence, 1981; Warner & Lawrence,
1984a; Warner & Lawrence, 1984b), 3 inibig3s da capacidade fago-
titdria de macréfagos alveolares de coelha(Jdjan et a1l, 1983), a
SUPrESSa0 na produclo de interleucina-2 e 2 deficiéncia no siste-

ma de aprecentacio de antigeno(Smith & Lawrence, 198B8). Em estu-
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dos mais recentes, MacCabe & Lawrence(1998) observaram um aumentp
na producdo de IgM por células B de camundongos, Qquando incubadas
tom chumbo. Estes autores tambem observaram que este estimulo de
células B é independente de celulas T e que ha altera¢des nos an-
tigenos de superficie a nivel de clazse I1 do complexo de hiesto-
compatibilidade encontrados na membrana de télulas B

Estudos experimentais, em camundongos, demonstram que a ad-
ministrac®o crbnica de chumbo deprime a produgio de anticorpos,
ém resposta a antigenos dependentes de macréfago(Blakey & Archer,
1981). Nestes experimentos, a administrac3o de 2-mercaptoetanol,
0 qual tem efeito substitutive de algumas fun¢Bes dos macrofagos,
restitui a resposta deprimida causada pelo chumbo. Por outro la-
do, Kolowenko et al(198g) observaram que a tapacidade fagocitaria
de macrdfagos peritoneais & esplénicos de camundonges tratados

tom chumbo em presenca do antigeno Licteria nenocytogenes, nio 8

afetada. Vale a pena mencionar gque a resposta imune a Listeria

monocitogenes € mediada por interacBes entre células T e macrdfa-
90s Os mesmos autores também observaram qQue a capacidade dos ma-
crofagos destes animais Para apresentar antigenos as células T
imunes estd levemente reduzida sem qQue haja no entanto, alteracio
na produgdo de interleucina-1 por estes macrofagos . Inversamente,
Koller & Roan(1977) observaram aumento na tapacidade fagocitaria
€ aumento nos niveis de fosfatase scida em macréfagos peritoneais
de animais tratados com chumbo .

Com relac8o0 & resposta humoral, a eXposicdo crdnica de ani-
mais ao chumbo tambem Produziu resultados controversos. Engquantop

Lawrence(i98i) n3o observou alterac3o no nimero de celulas forma-
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doras de anticorpos(PFC) no baco de camundongos expostos ao chum-
bo, Koller & Kovacic(1974) verificaram reducio no nimers de PFC
em animais tratados. A reduc3o na formacdo de rosetas EaC POr
linfocitos B derivados da medula dssea de animais expostes ap
chumbo foi documentada por Koller & Braunert 1977) .

No estudo da transformacip blistica de linfdcitos de camun-
dongos expostos ao thumbo, observou-se uma diminuig3o na proli-
feracio de linfdcitos estimulados pelos mitdgenos PHA e
PUM(Faith et a1, 1979, Gaworski 8 Sharma, 1978, Neilan et
al,198@). Por outro lado, Blakley & Archer(1982) bbservaram um
aumento na resposta aos mitdgenos PHA e concanavalina A(Con A),
0s quais s3o especificos para linfdcitos 7. Com a baiwxa exposicio
ndo foram ohservadas alteracles na resposta proliferativa de
linfocites ao mitdgeno PHA(Kimber et al, 1984) e Con A(Koller et
al, 1979b; Neilan et al, 1980)

Os estudos de certos pardmetros da imuinidade celular em
presenca do chumbo, demcnstraram_a reducdno no pe;n do timo, a
Supressao da resposta a testes cutanecs de hipersensibilidade
tardia(Faith et al, 1978; Muller et al, 1977) e a diminuicSo na
proliferacdo de linfdcitos estimulados pelos mitdgenos PHA e
PUM(Faith et al, 1979, Gaworski & Sharma, 1978, Neilan et
al,19B@> Com a baixa exposicio ao chumbo ndo foram observadas
alteragBes na resposta proliferativa de linfdcitos ao mitogeno
PHA(Kimber et al, 1984). Por outro lado, Blakley & Archer (1982)
observaram um aumento na resposta a mitdgenos especificos para

linfocitos T(PHA e Con A).



A diminuic83o da resisténcia a infeccSo, em animais tratados
com chumbo, foi relatada por alguns autorecs(Hemphil, 1971, Law-
rence, 1981b). DOs estudos in vitro dembnstram uma inibi¢30 do me-
tabolismo oxidativo de macrofagos induzidos por Zimozan e também,
reducBo na fagocitose de particulas de latex(Hilbertz et a1,
1986; Castranova, 198€). Mauel et al e Buchmul]er-Roui]1er(1989),
correlacionaram a redu¢So na atividade microbicida de macrdtagos
com os efeitos inibitdrios do, metal sobre a via das pentoses .

Poucos estudos clinicos, sobre o efeito do chumbo em indj-
viduos expostos foram encontrados na literatura..ﬁlguns estudos
est3o voltados ao estudo de indices de exposi¢do como a plumbemia
€ os indicadores de efeito camo o ALA-U, a CPU, a PROTO(protopor-
firina), a ALA dezidratase e a correlagdo entre eles{Selander §
Cramer, 1970, Zielhuis, 1974%; Tola, 1973). Zerez(199p) Propoe co-
mo indicador sensivel de exposicin, a NAD* sintetase eritrocita-
ria. D autor observou que, mesmo com niveis de Plumbemia normais,
houve wuma diminuicio na atividade desta enzima. DO chumbo também
atua na via das pentoses de eritrdritos inibindo a enzima glice-
se—§~¥os¥ato desidrogenase, sendo portanto, uma das causas da re-
ducSo da vida média de eritrdcitos na intoxicagao pelo metal(La-
chant et al,1984) Monteiro et al (1985) observaram um aumento na
atividade das enzimas superodxido dismutase e glutationa peroxida-
se eritrocitdrias de trabalhadores expostos ao chumbo, sugerindo
uma liga2c30 entre o acumulo de precursores do heme com © aumento
da producio de espécies ativae de oxigénin. Dutros autores in-
vestigam o grau de fidelidade com que ectes indices de EXpCsigao

refletem efeitos toxicos sobre o sistema nervoso tentral,; o trato



gastrointestinal(Mohamed et al, 19864, Spivey et al, 1979) e o
sistema renal(Wedeen et al, 1979; Hamond et al, 1980, Huang et
al, 1988B).

Em relacidc ac sistema imunoldgico, os poucos trabalhos cli-
nicos encontrados na literatura mostram diferentes conclusBecs.
Kimber e colaboradores(198¢4), estudando os efeitos imunoldgicos
em individuos expostos e com baixos niveis de chumbo no sangue,
n3o observaram diferencas significativas nos niveis de imunoglo-
bulinas e na proliferac8o blastica de linfdcitos, quando compara-
dos ao “cnntro]é“. Também n3o foram encontradas alteragles nos
niveis de imunoglobulinas e dg complemento sérico no estudo de
criangas expostas ao chumbo(Reigart & Graber, 1974). Por putro
lado, Jaremin(1983) verificou uma diminuicdo nas concentracSes de
IgG e IgM em um grupo de trabalhadores expostos e com niveis al-
tos de plumbemia e de aLA-U. Alguns autores observaram um estimu-—
1o na transformac3o bldstica de linfdcitos T (Jaremin, 1983) e
producdo de imunoglobulinas por linfocitos B na presenga de mitg-
genos PHA e PWM(Borella & Giardino, 1991) Estudos sn vifro e in
vivo, demonstram que O chumbo Cauca inibic¢8c, dose dependente, da
quimiotaxia de polimorfonucleares (Governa et al, 1987; Governa
et al 1988) E£stes autores observaranm uma redu¢dao na cCcapacidade
quimiotéxica de polimorfonucleares de individuos com exposi¢ao
ocupacional ao chumbo por periodos aue variavam de um a seig
anos. € importante observar nestes estudos que, & alterac3o imu-
nologica ocorreu sem que houvescem alteracbes concomitantes dos
parametros hematoldgicos tais como: 0% niveis de chumbo ne san-

gue, a atividade do dcido delta aminolevulinico desidratace e os
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niveis de protoporfirina eritrocitaria; e par@metros metabdlicos
ctomo niveis de colesterol, de triglicérides, de creatining, ‘de
glicose, do dcido drico e das bilirrubinas Estes resultados su-
gerem que altera¢fes no sistema imunoldgico refletem de forma
sensivel o grau de comprometimento celular em individueos com ex-

POSig3o crdnica ap chumbo
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QRJETIVO

Ecta tese tem como cbletivo o estudo doc efeitos do chumbg
no sistems imuncldgico de i1ndividuos com EXPOSICE0 DCuPacions! ac
metal, meomo com indices bicldgicos de PXPOS1{EC €M nivels Conoy-
dersdos de segurancs para o trabaslhador Go efeitos 1munonlogicos-
foram analisados & nivel de imunidade inespecifica, imunidade hu-
moral e imunidade celular atraves das provas de wtividade fagoci-
tdria e litica dos neutréfilos e dos monodcitos frente aus antige-

nos L albicans e [ Eorudotropricalis., docagens de imunoglobulinas

sericas e proliferaclo blastica de l1infdcitos em resposta so mi-
tcgeno fitokemaglutinina, respectivamente. 0Os individuos foram
tlassificados de acordo com DS nive:s de plumbemia e do acido

delta-aminolevulinico urinario
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Reagentes
Acetoacetato de etila - MERCK
Acetato de etila - MERCK
Acido nitrico concentrado - MERCK
Agar Saboraud dextrosado - cod. 127-3 BIOBRAS
Agua deionizada - solvente
Azur de eosina azul de metileno seg. Giemsa - ECIBRA
Clorete de cdlcio - MERCK
Cloreto de magnésio - MERCK
Cloreto de potdassio - MERCK
Cloreto de sddio - MERCK
p-dimetilaminobenzaldeido - MERCK
2,5-difeniloxazole - SIGMA
Ficoll S5@e% - CEME
Fosfato monopotdssico ~ MERCK
Fosfato dissddico - RIEDEL
Heparina sodica 5000 UI/ml -~ ORGANON
Hyraque S0% - CEME
Metilisobutilcetona -~ MERCK
[methgl- 3HI Thymidine -~ 5 Cis/mMol - AMERSL TAM UK

Nitrato de chumbo 1] - MERCK

NOR-Partigen - IgA - BEHRING
NOR-Partigen - 196 - BEHRING
NOR-Partigen - IgM - BEHRING

Phytokemagglutinin P - DIFCO
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- Pirrolidina ditiocarbamato de amdnio(APDC) - SIGMA
= RPMI 1640 cod. 10.601-20 - SIGMA

- Soro fetal bovino - CULTLAB

- Tolueno - MERCK

- Triton X-10@ - SIGMaA

2. Equipamentos

- Banho-Maria - FANEM 102/1

- Cell-Harvester ~ CEB-Unicamp

- Centrifugador - FANEM 204 NR

- Cintilador B - BECKEMAN LS 58e1

- Espectrofotdmetro de absorc3o atdmica - ZEISS FMD 4
- tspectrofotSmetro - BECKEMAN DU-7o

- Estufa de cultura 3 379C - FANEM e@2 CB

- Estufa de 0p/C0p - FORMA SCIENTIFIC model 3159

- Microscodpio - DLYMPUS CBA-K

- Vortex - PHDENIX AT 5¢

3- Pacientes

Foram analisados 6@ Pacientes com histdria de exposiclo
Ocupacional ao chumbo, encaminhados ac HC da UNICAMP ouw  por
apresentarem sintomas de intoxicac3c so metal ou para controle
periodico relacionado ap convénio entre as fabricas de baterias
elétricas e a drea de medicina ocupacional. Individuos estes,

aparentemente sadios apresentando faixa etaria entre 18 ¢ 51
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anps.

A capacidade funcional de neutrdfilos frente & C.albicans
foi estudada nos 60 pacientes expostos e 49 individuos, nio ex-
postos utilisados como controle normal . €m 34 destes individuos
expostos e em 364 contrnlgs foi realizado o estudo da fagocitose @
lise dos neutréfilos frente & C.pseudotropicalis . Em 48 dos &0
individuos expostos e 55 contrvoles efetuou-se o estudo da ativi-

dade fagocitdria e litica dos mondcitos frente a C _pseudotropica-

lis. A pesqguisa de imunoglobulinas foi realizada em 33 dos 4@
individuos expoétos e em 30 controles normais. Dos 40 individuos
expostos foi realizada a cultura de linfdcitos em 14 e em 15

controles normais.

4- Mdtodos
4.1- Dosagem dos niveis de chumbo ng sangue

4.4 1- Principio do método

Consiste em complexar o chumbo com a Pirreolidina ditiocar-
bamato de amdnio(APDC) e depois extrai-lo com a soluc3o de metil-
isobutil-cetona(MIC), saturada com Fgua decsmineralizada. Em se-
guida determina-se a absorbincia atraveés de espectrofotometria de

absorg¢ao atodmica(Salgado, 1977).

4.1.2~ Descricio da téenica
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Foi feito inicialmente uma curva de calibragfo com solucBes
Padr8o de nitrato de chumbo I

Coletou-se 10 =l de sangue periférico com heparing. Foram
numerados 4 tubos de centrifuga e adicionados 4 ml de sangue em
cada um deles.

No tubo 1 (branco) adicionou-se 1 ml de dgua. No tubo 2, 3
e 4 adicionou-se { ml de solucSo padr3o com 4, 10 e 20 ug/ml de
nitrati de chumbo. Obtendo-se assim, concentracBes de @, 14, 40 ¢
8¢ ug de nitrato de chumbo/dl de sangue, respectivamente.

Transferiu-se 5 ml da amostra para um tubo de centrifuga.
Adicionou-se em cada tubs 2 m) da soluc3o de APDC. Os tubos foram
agitados em vortex por 30 segundos e deiwxados em repouso por 16
minutos. Adicionou-se § ml &a solucdo de MIC saturada. Agitou-se
novamente em vortex e centrifugaram-ce os tubos a £309 rpm por 1@
minutos.

Ac  absorbancias foram determinadas em espectrofotometro de
absor¢30 atdmica.

0s niveis de chumbo no sangue considerados aceitdveis na
area profissional s¥o abaixo de 40 ug/dl. Niveis entre 40 - &0
ug/d? 530 considerados dentro de limites "aceitdveis” Niveis ex-

cessivos sac acima de 49 ug/dl .

4 2~ Determinsclo de Niveis de Acide Delta-Aminclevulinico

Urinario

4.2 1- Principioc do método



16

0 acido delta-aminolevulinico, depois de reagir com o acteto
acetato de etila, € extraido com acetato de etilas. Posteriormen-
te, € adicionado um reativo de cor, a base de p~dimetilaminoben-

zaldeido e quantificado por espectrofotometria (Salgado, 1977y

4.2.2- Descrig¢fo da técnica

Colher a urina em frasco de polietileno e manter a 49C por
4B haras,

Em um tubo de ensaio, adicionar 1 ml de_urina; 1 ml de so-
luc8o tamp3o acetato pH 4.6 e @ 2 ml de acetoatetato de etils.

Em outro tubo fazer o "branco” para urina tontendo § ml de
urina e 1 ml de soluclo tamp3o acetato pH 4 &

Para_ realizar a curva de calibracio, adicionar em 3 tubos
de ensaic, 1 ml de solucfo padrio 4 mg/1l, 10 mg/1 e 20 mg/1, 1 m
da solu¢dp tampSo acetato pH 4.6 ¢ .2 ml de acetoacetatp de eti-
la.

Colocar os tubos em banho-maria a 102°C por 10 minutos

Resfriar e em seguida adicionar 3 ml de acetato de etila em
todos os tubos. Tampar os tubos e agitar em vortex.

Centrifugar a 2008rpm por 3 minutos.

Desprezar a fase aquosa e transferir 2 ml da fase orsganica
para outro tubo.

Adicionar 2 ml do reativo de Ehrlich modificadae.

Deixar em repouso por 19 minutgs e fazer as leituras das
absorbancias em 553nm, contra os respectivos “brancos”

A determinacioc de ALA-U & feita a2 partir da curva de cali-

bragso.



17

O0s niveis de ALA-U considerados normaie e%o de até 4.5

mg/1l. Os niveis dentro dos limites de toler8ncia bioldgira estlo

entre 4.5 a 15 mg/1.

4 3~ Capacidade fagocitiria e 1itica de neutrdétilos e mond-

citos frente aocs antigenos Candida albicang e Landida pseydotro-
cali

4.3.1- Principio do método

A tapacidade dos leucodcitos de fagocitarem microorganismos,
pode ser detectada através da incubacio sia vitro de neutrofilos e
mondcitos com uma suspensdo de candidas visande a ?agobitose e

consequente lise das leveduras .

4.3.2- Descricio da técnica Para detecc3o0 da capacidade fa-
gocitaria e Iitica de neutrofilos:
Sobre uma 1&8mina com as bordas esmaltadas distribui-se 1 m1

de sangue perifeéerico. Incuba-se por 1 hora a 370C

Preparar, ceparadamente, as suspensiies em salina de culttu-
ras de C . albicans e L. pseudotropicalis » inoculadas no dia ante-

rior. Lavar as suspensiec duss vezes em salina, ressuspendendno ag
leveduras em meio RPMI 1440 nha concentracio de Sx10é/m1 ODpsoni-
zar as candidas em meio RPM] com 10% de soro humano normal do ti-
po AB.

Remover' © coigulo da 18mina e incubar com a suspensio de

candidas 3@ minutos 3 370C
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Terminado o tempo de incubacio, lavar a lamina com o meio
RPMI .

Deixar secar e corar com corante de Wright .

Levar a2 13mina ao microscdpio e contar o ndmero de candidas

fagocitadacs e licadas, num total de 108 neutrdfilos

4. 3.3- Descrigdo da técnica para detec¢80 da atividade fa-
gocitaria e 1itica de monbBcitos-

Colher 1@ ml de sangue periférico heparinizado.

Separar o sobrenadante em 9radiente de Ficoll-Hypaque.

Transferir o creme leucocitdrio para outro tubo e lavar
trés vezes em meio RPM] 1440 a 1500%rpm

Ressuspender as células em iml de meio RPMI e proceder com
a contagem de monocitoc e de linfocitos. Ajustar o nimero de cg-
lulas para 3x10%/m] em meio RPMI contendo 1% de soro fetal bovi-
no.

Sobre uma 12mina com as bordas esmaltadas, distribuir 1 m)
da suspensdo de células. Incubar Por 1 hora a 379C, em ambiente
umido, contendo 5% de COp.

Preparar ac c3ndidas da mesma forma descrita no item 2.3.

Terminado o tempo de incubacio das células, cobrir as 13mi-
nas com { ml da suspensSo de Swxi@d cdndidas por ml Incubar POY
3¢ minutos.

A seguir, lavar as l8minas, deiwxar secar B COrar com coran-
te de MWright

Levar ac microscobpio € com o auxilio de obietiva de 18@x em

imers8o, contar o ndmero de cindidac fagocitadas e lisadas no
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total de 100 wondcitos. Expressar o resultado em Ppercentagem

4 . 4- Dosagem de Imuncglobulinas @, A, M

4.4.4- Principio do métedo

A técnica baseia-se na Precipitagio antigeno-anticorpo em
agar. 0 anticorpo utilizado & o antissoro, jd incorporado numa
fina camada de agar, e o antigeno é o toro contendo as imunpglo-
bulinas, IgG, IgM e IsA a serem dosadas, inoculado nos orificias
do gel. O antigeno difunde-se radialmente formando um ane3 de

precipitacdo que forma ao redor dos orificios (Hudson, 1984)

4.4.2- Descrig8o da técnica

Fazer as curvas de padronizac8o utilizando S§0YDS tom con-
centracdes definidas de imunoglobulinas. Colocar es resultados
das leituras em grificos com as medidas em milimetros e mg/dl e
tracar a reta.

Separar © soro por centrifugaclo.

Inocular 18 ul do soro nos orificios da plara com gel con-~
tendo o anti-soro. Deixar por 48 horas.

Fazer as leituras do raio de precipitacdoc do anel formado,
com o auxilio de uma régua em milimetros. Extrapolar estes resul-

tados para a reta'determinando, assim, a concentrac3o em mg/dl .

4.3~ Cultura de Lin?dcitos em pPresancas de Fitohemaglutinins

4.3 1- Principio do mstodo
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A transformac3o blastica e as mitoses de linfdcitos T podem
ser induzidas pelo mitdgeno PHA A leitura da atividade blastica
# realizada através da contagem de télulas marcadas com timidina

tritiada(Hudson, 1984)

4.5.2- Descri¢ado da técnica

As culturas s3ec realizadas em triplicata

Celulas mononucleares do sangue periférico c3p obtidas de
forma esteéril, por separacio em gradiente de Ficoll-Hypaque, e
ajustadas a uma concentracio de 1x10® células/ml em meio RPMI
15640 .

Experimentos preliminares realizados com PHA demonstraram
que diluigdes de 1:16 por cultura induzem ao miximo a prolifera-
¢30 de linfdcitos.

As escavagBes da placa de monocultura s8o adicionados 100
ul  da suspensio, 20 ul da solugHo 1:16 de PHA, 42 ul de soro hu-
mano & 40 ul de meio RPMI, perfazendeo um volume total de 200 ul
por escava¢3c. Concomitantemente 30 incubadas também as rcelulas
de cada amostra cem PHA  As placas 530 mantidas por 3 dias em es-
tufa Jdmida a 37°C e 5% de CD». |

Quatro =2 seis horas antes do término do perjlodo de incuba-
¢dc, as culturas sio marcadas com 10 ul de timﬁdina tritiada a
10% .

Ao final, as culturas s3o mantidas a 4°C pu imediatamente
coletadas por wmetodo semiautomatico em rare) de fibra de vidro

Por meic do coletor de ctelulas e lavagem com agua destilada .
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Apods a Secagem em estufa a 540C, ops discos, correspondentes
3 cada cultura, s3o destacados e transferidos para os frascos de
cintilac3o contendo 2 ml de liquido de cintilacdo(Difeniloxazole
a ©.3% em toluenc), e a incorporacio de timidina e contada duran-
te 1 minuto.

O0s resultados s8p exprecsos pela média aritmética das tri-

plicatas contadas por minuto.

4. 6= Andlises Estatisticas

Para analise dos resuftados foram utilizados os seguintes
testes: o "t" de Student, para estudos comparativos entre os gru-
Pos exposto e controle; a andlise de varidncia(ANDVAS seguida pe-
lo teste de Duncan, para determinac3o de diferencas entre médias
dos resultados em relaghio a plumbemia, o ALA-U e o tempo de expo-
si¢30c e a correlacio linear (Beiguelman, 1988)

0 nivel de cignitficincia foi estabelecido para um p{@ 05
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RESULTARODS

i~ Caracidade fagocitdria ¢ 1itica de neutrdfilos frente
acs antigpenos L. albicang e L.eseudotropicalis

Nas tabelas ! e 2 est8o dispostos os resultados da capaci-
dade fagocitdria e litica de neutrdfilos frente aoc antigeno L. al-
bicang dos controles e; a idade. o tempo de exP0si¢30, a plumbe-
miz e 0 ALA-U de &1 individuos expostos ao Chumbo, respectivamen-

te. A capacidade fagocitdria e litica de neutrdfilos frente ao

antigeno C.pseudotropicalis dos tontroles; idade, tempo de expo-
sicdo, plumbemia e ALA-U de 34 individuos expostos ao chumbo
apresentam~se nas tabelas 3 o 4, respectivamente,

Nio houve diferenga significativa entre a capacidade fago-
citaria de neutrdfilos dos individuos expostos e dos controles
frente as duas cindidas(figuras { e 2) Por outro lado, a ativi-
dade 1itica destas células frente i L. albicans estava significa-
tivamente reduzida(p(@ @5-teste "t" de Student) nos individuos
expostos (figura 3 e fotografias o e 2). A atividade litica de

neutrofilos dos individuos expostos frente a C.pseudotropicalis,

ne entanto, nZo apresentou a}teracﬁes significativas (figura 4 e
fotografias 3 e 4).

Para correlacionarmos a atividade litica de neutrdfilos de
individuos expostos, e que apresentam diferentes niveis de plum-
bemia, com 2 atividade l1itica dos neutrdfilos dbs respettiQos
tontroles, classificamps o grupo exposts em subgrupos de acordo
ctom os diferentes niveic de PbS a saber. normais(até 40 ugsdly,

dentro dos limites de toler3ncia bioldgica(lTB)(40-60 ug/d1) e
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Tabela ¢ - Valores de controles de Capacidade Fagocitiria e litica de meutrotilos frente 3 C.albicans

Contrales Capacidade Lise
Fagocitiria 4]
1 k1) 275
2 eeé 35.4
3 28 So.8
4 175 37.7
9 173 7.9
b 4 3] 3.1
7 20 4 3
B 147 %.5
9 Kl 1 LN
10 245 35.5
11 331 1.3
12 237 i
13 37 3.7
14 18! Kl |
15 224 24 8
14 213 35.7
17 143 2B .1
i £ed 16.8
1y 283 7
(] 109 4.8
2t 264 47 .3
ce 34¢ Fa N |
£3 178 16.8
24 38 1B.1
&9 155 284
2é 397 98
o7 151 iv.2
2B 281 15.3
29 459 243
3¢ 341 2h.8
3 165 ey .6
32 e 15. 4
33 197 0.4
34 19§ 2% . ¢
33 358 9.3
3 272 2.5
¥ 313 26.9
38 187 £3.9
39 164 2% .2
A9 coe 7.2
41 127 11.8
47 247 13.8
43 183 18 5
44 174 26.%
43 579 i9.5
44 35 8.9
47 243 ie0
48 347 7.2
49 135 2316
Media Desvio Erro
Fagotitese: 248 [ 14

Lise: 26 .4 ie.8 1.8



Tabela € - Idade, Tempo de Exposiclo, Plusbemis, ALA-U, Caparidade
Fagoritiria o litica de neutrofilos frente & Calbicans

-------------------------------------------------

Paciente Idade

Tewpo Ewpos PbS ALA-U Carac Fag Lise
{anog)  tarses) tug7dl)  tmg/1) x)

E.L.S. B4 ) &2 N ] 1e? 14 4
P.H.F. e (1] Bt 149 194 1.0
R.P.S. 27 1] 83 49 136 gé ¥
M D.F. (4] e 71 18§ 70 7.4
RB. 42 ic 14 - 4 2.5
A J.S. M iet 47 & & 132 1.4
H.C. 3 eve &7 i B ve 26
J.L.C. ] ) 1ze Lk ] $3.3 ced 45
R.CS. ]| 74 &4 - 5 gi ¢
JJIN, 22 15 &4 - 29 1.¢
C.a 23 2 54 - 157 19 .4
& C.C. ki 264 74 - 186 - HEN
CRAEC 2t 3 & - 139 1.0
B.B.A. 18 48 119 - 2 4.3
V.g.§. ] 7 164 - 27 5.2
JCFH 16 a7 1 - il LI
J.T.B. 25 T 77 - £v0 N
A.M.C. kH 278 1ie - 291 3e
C.R.C. 41 ? vé g7l e.2
M.AN. 18 k) 218 gd? 53
A.5F. {7 132 K[| - t97 8.7
BN L] 248 B2 - 254 2.0
J.L 4 ¥ & - e .0
HHL. ] é 66 - Y] £8 .14
HAK. £l § 79 - 270 B.d
J.B.§, 2y i i54 642 153 44 .»
P.R. k)) 3z &f - 168 1.5
ALCS, ar 17 &e 2.7 227 2l 8
J.H. 49 ' Se t3.2 242 144
J.F.F. 2y k] ] - 73 129
JFHS ki) ie 57 g.3 4 48
E.A.P. e 3 70 6.y 187 ¢.1
EF. 33 L ! k1) - 2ed 182
D.V.C. L ] K} | 1.4 244 1)
JLLS 33 [ 57 £.3 ize 11
F.5.P. i 7 e 4 347 iz B
FE 33 iz K} 44 363 is.?
JVS. g2 ) 23 2.4 357 17 .4
a.C0.B ch 13 el LI £34 R7
£.J.8. 43 13 el &0 189 .5
b.AMH. 23 3 14 5.6 U g4.?
H.C.C. K| 24 o4 8.3 14¢ 7.5
C.RF. 2é {2 74 [ ] i3 45
A AN 33 iee 63 c.® 196 2.3
J.5.N. el 3¢ 44 1 e 185 5.4
a.C. a1 132 34 K. €37 £ 8
1.¢L. N 13 33 37 11:1 Be
EDEL. 23 &4 ig - 208 3.2
G.A.S. 4 i3 &t 9.2 158 1.8
5.8%. 43 12 &7 3.7 195 g7.2
G.H. et F-{ | &7 1.0 i KL
£.H. K} ] 1] e 7.4 cB2 2.0
AAA 43 & 37 5.0 el 34
1.6.5. 3z glé 1| - 168 212
JED. a0 54 33 59
D.G.O. el 3 7 26.5 146 50
C.R.E. 23 t3 16.7 je4 58
4.5.0. 24 30 6.4 134 7.5
5.6.5, 23 $ 72.9 169 £3.1
V.ES. 25 3 26.2 167 b
Valores Normais: Fagocitos ciB + 96

Lise

24 ¢+ 12.8
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Tabela 3 - Valores de controles de Capacidade Fagocitaria e 1itjca de
neutrofilos frente a ' ‘

Controles Capacidade Lise
Fagocitaria (%)
1 114 2e . 4
2 125 8.7
3 153 13. @
4 4 ce. @
S 136 ce .6
& 150 B.7
7 193 13.%9
8 108 25 .9
' ie9 16.5
1@ 182 8.7
i1 £44 9.9
ie £36 17 . 4
i3 251 24 .3
14 £i3 33.8
is 271 15.5
16 267 B.2
i7 156 £3.1
iB 213 i4. 5
i9 47 18 . 6
co 147 ie.2
21 155 i4.2
22 2es 16.2
23 233 1.7
24 1466 16 .6
23 271 15.5
246 4724 19. 3
27 492 10 4
28 56 14.¢
29 3e1 40 .9
39 319 28.5
31 193 11 .6
32 168 15 .4
33 233 £8 .9
34 gié ce .4
33 71 7.8
36 ige 7.2
Média Desvio Padrao Erro
Fagotitose: 213 84 14

Lise: 17 7.6 1.3
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Tabela 4 - Idade, Tempo de Exposigio, Plumbemia, AlLA-y, Carpacidade
Fagocitaria e litica de neutrofilos frente i ' '

_-.—_..-——-u.-_-..———-——.q.-_-—._—-.-.u———.-——.-————-——q.—-—-.-—..-.-._-.__q.._-.-——‘--.—-._._-..._-._-.._,.._..

Paciente Idade Tempo Expos PbS ALA-U Capac Fag Lise
(anos) (meses) (ug/dl) {mg/1)} %)
J.C.C 30 120 25 13.3 114 i1 4
J.M. 40 & 52 i3.2 229 14 2
J.F.F c9 3 Se - 363 is e
JF M.S 3% i8 S7 2.3 248 e 8
E. AP 248 32 70 6.9 3ce B &
£ F. 33 24 5¢ - &7 4 8
bv.cg 34 24 31 1.0 348 B. o
J.CL.S 33 & 59 ?. 32 381 5@
F.S. P i¢ 7 ig 4 1 439 & 5
F.E. 35 12 31 4.6 355 5. @
J.v.S ee & 25 2.6 19646 57 @
A C OB 2é 13 e1 4 1 163 34 .8
A . J.S 43 13 c1 6.2 198 37 e
D.amM 23 3 14 5.6 138 3.0
H.C.C 43 26 54 .3 2es 5.8
C.R.F 2é 12 74 Q. B 377 ie. e
ALAM 35 120 63 2.e c3ars .3
J.E.N 24 3¢ 44 1.0 2356 11 3
A.C. 91 132 34 3.8 279 ce B
i1.C.L 33 13 38 3.7 23e 1e¢. ¢
E.D.C 23 41 ig - 361 -
6.A.S c1 15 &6 S.e 226 3.5
S.R. 43 12 &7 3.7 186 11.8
D.M. 24 24 &7 1.0 ize ed &
E.M. 30 &0 32 7.0 £33 1¢.7
A.A.A 43 & 57 S¢.e 211 41 P
1 G S5 3c 216 51 - 2er 13. 3
J.E.B 4@ 54 492 3 2
BD.G.OD 21 3 74 26.3 1B@ 7.2
C R.EB Z3 13 i8. 7 112 3 6
H.G.0 24 30 26 @ 114 16.7
G.G.S 23 & 2.8 i7e 15 7
V.M. S e5 36 ce.2 154 is P

Valores Normais: Fagocitoss = 513 s+ 82 T
Lise = 17 + 7 &
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Fotografias 1 e 2 - Aspecto microscdpico de fagocitose e licse (—m

de L 2albicang por neutréfilos(==d) de um controle (1) e um indi-

viduo exposto ao chumbo (2). Aumento 1000x




Fotografias 3 e 4 - Aspecto microscdpico de fagocitose e lice (—P»

de udotropicaljs por neutrofilos(wssd) de um controle (3) e

um i1ndividuo exposto ao chumbo (4) Aumento 1000
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excessivos(acima de &€ ug/dl) . Utilizando o teste de Andlise de
Varidncia(ANOVA) seguido Pelo teste de Duncan, observamos que as
diferencas na atividade litica de C.albicans dos srupos expostos
e respectivos controles slo significativas para oc trés subgrupos
estudados (figura 5) NEb houve diferencas significativas nos
trés subgrupos quando comparados entre 51. Estes dados est3o de
acordo com a aucsBncia de correlag3o observada entre 05 niveis de
plumbemia e a atividade 1itica dos neutrofiles (tabela 9)

Em 36 dos individuos expostos usamos como indicador de
efeito os valores de ALA-U. Os individuos foram classificados enm
grupos com relagdo aos niveis de ALA-U a saber: normais(ate 4.5
mg/1), dentro dos limites de tolerancia bioldgica(4 5-15 mg/1) e
excessivos{acima de 15 mg/1). Cada subgrupo apresentou valores da
atividade 1itica de neutrdfilos frente & C.albicans significati-
vamente diminui&os(p(@.es, ANDOVA e teste de Duncan) guando rela-
¢tionados ao controle, mas n3o houve diferencas das medias dos
subgrupos quando comparadas entre si(figura &4 Como ccorreu an-

teriormente, ndo wverificamos altera¢des na atividade litica em

Presenca do antigeno C.pseudotropicalis(figura 73

Cs testes de ANOVA e Duncan foram também utilizados para
comparar 2as médias dos valores de atividade litica e o tempo de
exposigcao. Os arupos foram classificados de acorde com ©s seguin-
tes periodos de exposicioc ac chumbo- até um ano, de um a trés
anos e mais de trés anos. Constatamos diferencas significativas
entre os wvalores de lise de C.albicans nos trés grupos quandpa

comparados com o controle(figura 8) . Quanto a lise de £ pseudg-

trpopicalis nEo houve alteracBes com 0 tempo de exposicSo(figuras)
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Tabela 9 - Indices de correlacdo entre Atividade litica, Imunoglobuli

nas e Plumbemia

-—-—.——-.--—_...q._---—--.—-—.--..__._....—_-..___-.-.—_.-.—.--._-..—_,._-..-.-n_----..——.—_.--..—-——---—-.__-.

_--._----.-_—-.-...--.-._-.____.._....—_._-..___--.__.-....._---_.__..—._-.----.-_,._—...__.___.__...-_-.._-_-.

Neutrotilos

709{(p{-0. 005

2b6{pl @.220

..._......-..-._..._-—-——-.-----—_.---.._.—-....—._—-.-_-—-.-.-———-—-..-__._,__.-.-.—..--._--—..-_-...-.__._-._,__.._._.

-......__.___—___..‘_4...-__—--._—_-.--..-_.—.-._...—-—.-.-_-.._..—_..-_._.--.__.__..__-._..-..,.___-..__.__-,....—-._..-_—

Imunoglobulinas
IgG
IaM

Ign

.13
.419

. 837

.249<{p(@.430
-079({pL0. 459

.31e<(p (@ 375
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8~ Capacidade fagocitdria e 1{tica de mondcitos frente ao
antigeno L. pseudotropicalis

Foram estudados Sé¢ individupns controles(tabela 5) e 48 in-
dividuos expostos ap chumbo(tabela &4). Como no raco dos neutrofi-
los, a capacidade fagocitdria e 1itica de mondcitos frente a0 an-

tigeno C.pseudotropicaljs também nio mostrou diferenca significa-

tiva em relac3o aos tontroles(figura 10, 11 e fotografias 5 2 4) .
Tal como no caso dos neutrdofilos, nio houwve correlacao entre opsg
resultados de fagocitpse e lise de monocitos e os niveis de aLa-y
e plumbemia{tabela 9.

Ds individuos foram divididos em subgrupos, de actordo com
os diferentes niveisc de PBS- normais, dentro dos limitec de tole-
réncia bioldgica e excessivos N3o observamos diferencas signifi—
cativas entre estes subgrupos e os controles(fiqura 12). Tambem
n8oc houve diferencas relacionadas ao tempp de exposigcac(figura

13) .



Tabela§ - Valores de controles de Capacidade Fagotitiria e litica de

sonocitos frente & [ pseudotropicalis

---------------------------------------

Controles Capacidade Lise
Fagocitaria $ 4]

{ 135 16.3
2 152 .l
3 eis 7.4
4 173 16.7
5 14% 16.%
& 128 & ¢
7 173 B.&
B 112 4
¢ 158 145
1¢ it ce.b
1§ | 1] 2.5
12 44 7.5
13 15¢ 4.3
il v 7.3
15 iz B.¢
16 2ié X
17 {78 6.8
1B 163 ig.®
19 143 16.1
4 ) 133 11.¢
(41 142 i1.e
ec 119 in.¢
23 144 7.9
24 149 41 &
29 {43 35.¢
2é 232 7.4
27 164 gb.2
28 ok 449
29 ict w2
3 eiy °c.B
Kl ci3 9.1
k) 129 £8.7
33 133 is. ¢
34 eBe 42
33 23 {6 . ¢
Kl chéd 4.9
37 it is e
38 ee7 14 %
37 {38 14 4
40 3| 340
3! icg t4.8
42 174 121
43 §58 5.1
&4 23 2ie
45 9e 17.3
&5 133 5.2
47 foed 20
48 4 32.8
4% ive 15 %
1) ig? 16 68
51 i Rz
i 137 7.9
53 j&7 5.9
54 174 v.7
a3 163 7.3

Media Desvin Erro
Fagocitese: 163 EH 9.4
Lise: 17.2 1.7 1.4
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Tabela 6 - Idade, Tempo de Exposigio, Plumbemia, ALA-U, Capacidade
Fagocitaria e 1itica de Mondcitos frente & j '

-._..---._-—.——.._——.----—-—..._--—..-u...—-._---.-—_.—--——-—-..--.--.—-.--.—.-._-.—.-—.-._-._.-.__-.—.q...-.--._.._

Paciente Idade Tempo Expos PBS AlLAa-U Capac Fag Lise
{anosg) (meses) Cug/di) (mg/1) (%)
R.P.S 27 84 63 a g 168 IETY-E
J.C.C 3¢ 120 75 13.3 196 17 3
C.A. 25 e 96 - cor 3 e
CRMC. 22 3 & - 154 13 @
G.B.A. i8 4B i19 - et 2.3
V.B.S. i8 7 124 - o8 B &
JCT.F .M. 14 c7 111 - £53 3.5
J.C. B 25 7 77 - 257 7. 4
AM.C. 3e 290 110. - 1461 2 s
C.R.C. cl 9 98 - 14¢ 3.6
M.a M. iB 3 219 - ieg 7 3
A.S F. 49 13e 38 - 155 11.0
B M 4B 240 ge - 169 2.5
J. L 27 @4 61 - i8¢ 11.7
H.H. L. c3 b &6 - 134 e . 3
M.& M 23 4 7@ - 143 i17. ¢
J. B.S. 29 i1e 154 &4 2 85 43 @
P.R. 3v 3ti2 650 - 134 34 5
A.C.S. 27 17 &2 e.?7 133 33 .1
J.M. 49 & 52 13 2 137 5.1
J.F.F. 29 3 50 - £33 7.1
JF M. S 39 18 57 2.3 207 4.3
E.A.P. 24 32 79 6.9 177 7.9
E.F 33 24 S50 - 191 4. 7
nD.v.c. 34 24 31 1.¢ 130 6.9
J.C.L.S. 3z s 59 9.3 174 13. 72
F.S. P. 19 7 iF 4 1 i87 i 2
F. E. 35 ie 31 g & cel 7 2
4.V.5. ee & 25 .6 139 ¢ 3
#.C.0.B. cé i3 21 4.1 174 1B 2
A J 8 43 13 c1 &.2 168 it1.9
D.a M 23 3 14 5.6 171 1eé 5
H.C.C 43 2 54 2.3 199 7 5
C.R.F e ig 74 e.8 cer 13. &
A.AM 35 i2e &3 .9 192 4.5
J.S N 24 30 44 10 274 5.8
&.C 31 132 34 3.8 132 14 ¢
I C. L 33 13 38 3.7 19g 25.5
ED.C 23 44 i8 - 171 ig @
£ A S 21 1S &4 0.2 142 iv 4
SR 43 12 &7 3.7 193 c4.3
D.M 24 24 67 1.0 95 41 ¢
£EM 30 60 3c 2.9 £8é 5.2
A A.A 43 () 57 S58.0 159 7.5
1. G.5 32 cié 51 - 17 & ce.e
J. E.B 49 54 138 7.9

Valores Normais. Fagocitose = 143 + 3P
Lise = 17 + 11.g
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3~ Dosagens de Inuﬁoﬂobu!inio 190, IgM, 1gA

Analisamos as concentragBes de 196G, I9M e IgA através do
método de imunodifusio radial simples em 33 individuos com expo-
si¢80 ao chumbo (tabela 7) ¢ 30 controles Utilizando o teste "t*
nos resultados obtidos, constatamos um aumento significativo nas
concentragbes de IgM e 1gA(p(®.05) dos individuos expostos(figura
14). 0s niveis de IgB mantiveram-se inalterados(figura 14) AD
dividirmos os individuos em subgrupos de acordo com os diferentes
niveis de PbS: normal, dentro dos limites de toleri3ncia bioldgica
e excessivps, observamps que., apenas os niveis de Igm aprecenta-
ram-se significativamente aumentados(p(®.05, ANOVA e teste de
Duncan) nos tréc subgrupos{figura 14). Em relac8o ao tempo de ex-
pPosigd30, o0s niveis de IgM apresentaram aumento significativo a
partir de trés meses até mais de trés anos de exposicio(figura
13). 0s niveis de IgA e Ig8§ mantiveram-se inalterados nos dife-
rentes niveis de PbS e com o tempo de exposi¢iol{figuras 17 e 18) .

Com relac8o a ALA-U os resultados toram semelhantes aps de
PbS. Houve um aumento significativo de IgA e IeM Quande dividi-
dos em subgrupos, apenas os niveis de IgM apresentaram auments
significativo nos dois subgrupos: nos niveis normais e dentro dos
limites de tolerancia bioldgica(figura 19). O niveis de IgG e
IgA permaneceram dentrodos niveis normais com o tempo de expoci-
¢20 e nos di?erentes niveis de FbSs.

Nio houve correlacEo entre as concentracles das imunoglobu-

linas 5, M e A e bs niveis de plumbemia e ALA-U(tabela 93
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Tabela 7 - ldade, Tempo de Exposicdo, Plumbemia, ALA-U e concentractes
de Imunoglobulinas 1sG, IgA, IgM

.__._..__.__.....—__,-.._—.———.—_-—_—...-—q..—.—-——-—-—-—-———-._-._-..._._--....--...—-.—--.-.——--—.q.—-_._..__

Paciente 1Idade Tempo Expos PbS ALA-U I9G IgA Igm
(anos) {meses) (ug/dl)  (mg/1) <(mg/dl) (mg/dl) (mg/d1)

E.L.S 4 48 61 8.8 145¢ 239 210
P H.F i8 60 8e 16.0 12509 229 i7¢
R.B. 4z 12 79 - 13e0 2590 199
A.J.S. 51 iz2e 47 & & 1509 450 190
R.F. 71 &00 S50 13.9 115¢ 130 135
N.C. 3e 300 &9 24 . B 14689 520 195
A.M.C 39 369 110 - 1800 420 110
J.J.N 3 ie &4 - 1350 280 429
A.C.C 39 2649 77 - 1159 i6e cce
F. S P 19 7 ie 4.1 1955 D48 190
A.C. 91 132 34 3.8 255 2465 58
I1.c.L 33 13 38 3.7 1350 185 105
D.M. 24 24 &7 1.¢ 1400 335 190
H.C.C. 43 26 S4 2.3 14600 Sge 308
J.8.N. 24 30 44 1.0 1640 429 ces
E.D.C. 23 44 i8 - goo 229 400
J.v. S, 22 é 25 2.6 145@ 338 i%e
AA.M. 35 i2@ &3 2.9 1155 392 255
D.v.C. 34 24 31 e.7 1350 249 g8
A A. 43 & Sé 5¢ .9 134¢ 338 217
J.C.L.S. 33 & a9 9.3 1400 432 217
F.E. 35 i2 Se 4.6 1550 158 £es
G.A.S. 21 15 &5 5.2 g85¢ 175 248
£E.A.P 24 30 70 6. 9 1420 327 13P
J .M. 4@ 6 32 3.2 1490 555 155
E.F. 33 24 Se - iS5e 275 228
4. F.M F. 39 18 57 2.3 1400 387 c2e8
J.F . F. 29 3 50 - 1465¢ 15¢ 10¢
A J.S 43 13 ci 6.2 1155 198 157
E. M. 39 59 32 7. Y@ 355 255
A.C. 8.B. 26 13 21 4.1 1600 198 4B
D.A.M. 23 3 14 5 6 1400 598 422
ER.M.C. 2e 3 &1 - 2iee 232 48
Valores Normais. Ig8 = 1245 + 293

Igh = 2546 + 193

IgM = 12 + 49
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4- Cultura de Lintdcitos

A transformacio blastica de linfocitos frente a phytohema-
9lutinina(PHA, um mitdgeno que estimula a proltiferac3o de linfg-
citos T) foi estudada em 16 individuos com exposicSo ao chumbo.
Os resultados apresentados na tabela 8 nos mostram que em 434
dos individuos houve reducl3o na Proliferacdo bldstica e S50% 4foi
normal em rela¢So ao controle.

Aplicando o teste “t” de Student restes resultados ndo ob-
servamos alteracao significativa na proliferacdo blastica de lin-
focitos em relacio aps controles(figura 20).

Classificando os individuos de acordo com os niveis de
chumbo no sangue(normais, dentro dos LTB e excessivos), os niveis
de ALA-U e o tempo de exposic8o, tambem nSc constatamos diferen-

¢as significativas entre os 8rupos expostos e o grupo coentrole .



Tabela 8
Blastica
expostos

controle
D M.
controle
EM.
controle
I1.G.5.
controle
D.G.0.
C.R.B.
controle
H.G O.
G.G.S.
VU M. 5.
controle

- Idade, Tempo de Exposic8o, Plumbemia,
de lin¥ocitos(TBL)Y com e sem

20 chumbo

Ll —

Tempo expos

{meses)

T e e e e e e mE e

i28

76

estimulo com PHA de

e e e -

ALA-U
(mg/1)

(cpm)

- ——

55

RLA-U, Transformacio

individuos

(cpm)

J28685
118841
18254
1ee09
2944
3106
12572
27e8
S2ie7
26113
06642
42716
49424
47827
33565
47e23
42351
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RISCUSEREQ

Estudamos, neste trabalho, alguns pardmetros da vrespesta
imunoldgica em individuos com exposicidn ocupacional acg chumbo . 0Os
niveis de plumbemia e de scido delta-aminolevulinico wuring-
rio(ALA-U) foram utilizados como indicadores de exposicio e de
efeito, respectivamente.

0 indice bioldgiro de EXPOSICA0 pode ser avaliada em fungio
dos teores de chumbe ou dos efeitos de exposic30 no plasmas ou ha
urina. Com estes indices, ha o ectabelecimento dos limites de to-
lerdcia bioldgica(LTB) que exprescam as concentra¢Bes limites da
agente toxico ou de seus produtos nos fluidos bioldgicos. Estas
concentra¢Bes s30 aceitas como aquelas que n3o produzem efeitos
8anosos a saide do individuo ocupacionalmente exposto.

No Brasil, os limites de tolerincia bioldgica s3o determi-
nados pela portaria No 12/83¢(norma regulamentadora NO7-Anexo II)
o Ministério do Trabalho. Ezta portaria regulamenta ps niveis de
chumbo no sangue, padronizando os valores hormais em até 40 ug/d:
e o5 limites de tolerdncia bioldgica em até 40 ug/dl. D ALA-U &
tonsiderado normal com valores ate 4.5 mg/1, sendo que o limite
de toler@ncia bioldgica(LTB) & de {5 mg/l{Larini 1987).

0 chumbo apresenta uma configurac3o eletrdnica que lhe con-
fere estado de o~xidac3o +2 & um orbital 6p livre, tendo entio, a
capacidade de coordenar itomos de en#nfre de compostos bioldgicos
e, tambem ogrupos aminitos, carboxilicos e imidaz6licos. Nestas

circunsténcias, 6 chumbo pode praovorar alteracbes nas estruturas

terciarias de moléculas bicquimicas £, a0 mesmo tempo, alterar ocu
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destruir a funclo bioguimica norimal .

Na biossintese da molécula do heme, o chumbo pode interfe-
riv  inibindo a sintese do acido de]ta—aminolevulinico(ALA), um
dos Produtos intermedidrios, atravée do bloqueio da enzima ALA
deidratase que catalisa a reacso do ALA em porfobilinogénio(figu-
ra 21). Desta forma, ha um acumulo de ALA no Plasma, o qual spfre
filtrag3o glomerular sendo entd3o eliminado pela urina. Este pro-
duto ppode ser detectado POr espectrnfctometria,(Larini, 1987)

Outras duas enzimas envolvidas na sintese do heme s8o inji-
bidas pelo chumbo. Uma, & a toproporfobilinogénio descarboxilase,
inibicdo esta observada pela eliminacio excessiva de coproporfi-
rina na urina(Copro-U). A outra enzima, é a hemesintetase, a (g1-
tima enzima envolvida na biossintese do heme . Sua inibigio pode
tontribuir para o aparecimentp de anemia sideroblastira durante a
intoxicacdo por chumbo {saturnismo) e no acentuado aumento da
sintese de protoporfirina(Putnan, 198&) .

Fara as correlacdes entre os pardmetros imunolégicos e os
niveis de plumbemia e de ALA-U, os individuos expostos foram di-
vididos em tr8s subgrupos de acordn com os diferentes niveis des-
tes indicadores no Sangue e na urina a caber . individuos com va-
lores normais, com valores dentro dos limites de tolerancia bio-
1dgica e com valores excessivos de PbS e de ALA-U. Foram gstuda-
dos 4@ individuos. A plumbemia foi avaliada nos 4@ individuos e

ALA-U em 38 destec individuos
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lo chumbo

{- Capacidade fagocitdria e 1{tica de neutrdéfilos frente is

L.alhicans e L opspyudotropicalis e mondeitos frente & C . pspudotro-
icali

0 estudeo da capacidade fagocitiaria permite avaliar 0 siste-

ma de defesa do organismo onde estic envolvidos processos de en-

golfamento e de digest3o de antigenos. Estes processos s%p reaji-

zados por células chamadas fagociticas mononucleares, oe mondci--

tos e os macrdfagos além de polimorfonucleares, os neutrofilos e
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0os eosindfilos.

0 antigeno recebe um pre~tratamento, antes de ser fagocita-
do, denominado de OpsONnizacdao, onde constituintes do sorso (as op-
soninas) se ligam ao antigeno com 8 fung3o de facilitar o Proces-
50 de engolfamento. Dentre ac opsonhinac ectao as imunoglobulinas
da classe IgG, reconhecidac Por receptores Fc de célulac fagoci-
ticas e os fragmentos de complemento C (Stites, 1987) .

No engolfamento € estabelecido o contato do antigeno com a
célula fagocitica e sua consequente invaginag¢io, formando-se ac-
sim o vacuolo fagocitico ou fagossoma. A seguir ocorre a digestio
do antigeno. A digest3o se di em 2 etapas:

i~ DBegranula¢io dos constituintes lisosomais no vacuolo fa-
gocitico com a formacl3o do fagolisosoma : neste Processo ha a fu-
s230 do fagossoma e dasg aranulacOes especificas ou inespecificas.
As granulac¢Bes especificas atuam em condig¢Ses anaerdbicas e sio
tonstituidas de enzimas como a lisozima, a lactoferrina, a cola-
genase e a fosfatase alcalina. Nac granulagtes 'inespecificas
(azuroftilas) encontram-se acg enzimas mieloperoxidase, ag hidrola-
ses acidas, as proteinas catidnicac € 2 NADPH-oxidase, todas fun-
cionantec em pH acido.

2- Atividade bactericida dependente de oxiglnio - concomi-
tante 3 ingest8o e 3 formaclo do fagolisossoma, ocorrem altera-
¢Ses no metabolismo oxidative, resultando numa "explosio respira-
toria” caracterizada por um aumento acentuado no consumo de oHi-
9énio, da oxidacHo da glicose pela via das pentoses e da geraciao
de grandes quantidades de perdoxido de hidrngénio(HEDE) e de supe-

rdxidos(ﬂa‘), ambos altamente reativoe (figura 28) {(Bier, 1989)
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D sistema “glutationa” protege os componentes da célula do exces-
so das moléculas reativas de peroxido de hidrogénio através da
seguinte reaclo:

2GSH + i
£ Hz0p G1utataon§_,_ GESG + 2HpD

Peroxidase

GSSG + NADPH + H* Glutationa > 2GSH + NADp*

Redutase
onde :GSH = glutationa reduzida

GSSG= glutationa oxidada

A base bioquimica para a explosic respiratdria € a ativag3o
inicial da NADPH-oxidase. D NADPH & gerado pela via das pentocses
Nesta reagfo, os dnions superdxidos ocorrem como intermediarios e
podem dar origem ao oxigénio e perdxido de hidrogénio, através da
reacdo de dismutac3o ecpontinea ou catalisada pela enzima superd-
xido dismutace (figura 22).

Os mecanismos microbicidas oxidativos podem ser mediados ou
ndo, pela mieloperoxidase (MPO~dependente ou MPO-independente)
Nos processps MPD-dependentes, a mieloperoxidase combina-se com
seu substrato, o Hplp., formando um complewxo enzima-substrato, que
pode oxidar uma variedade de compostos doadores de elétrons, en-
tre eles os haletos(C)™, I‘S, Este processo pode resultar em: ha-
logenacdo, forma¢io de hipoclorito e geracao de D> . Estes com-
postos podem lesar o microorganismo atraveés da oxidac3o de grupos
sulfidrilicos ou pela peroxidacio de lipidios e também pela for-
macdo de aldeidos e cloraminas, potentes agentes bacterici-

das{Klebanoff, ${9B0).
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Figura 22- Metabolismo oxidativo e mecanismos microbicidas

em fagodcitos

Apenac trabalhos ;o ¢ifro e experimentais foram encont rados
na literatura sobre efeitos do chumbo na atividade fagocitdria
Ernquanto algunz estudos in vifro mostram uma inibi¢3o0 da fagoci~
tese em presenca do chumbo(Jdian et al, 1985, ocutros demornstram
que a atividade Tagocitaria nao esta g2lterada(Kowolenko et al,
1988}. Koller e Roan tambeém ndo observaram altera¢les, i VIivg,
na fagocitose de macrofagos de ratos EXPO&sTOSs ap chumbo

Quanto ao processe intracelular de lise, Castranova et
al(1980) encontraram efeitos Supressores no metaboclismo cxidat ivp

de macrofagos expostos ao chumbo, com diminuicie no consump de
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oxigénio, deprescin no metabolismo da glicose € na liberagSo de
formas ativas de oXigénip. Um mecanismo proposto pelo autar & 2
inibi¢do da atividade ga enzima formadora de superdxido(NADPH-
oxidase) ligada & membrana celular, através da ligacie do Chumbo
a membrana Considerando que a mitocdndria constitui wuma dag
Principais fontes de superdwido na maioria das células aerobicas
in vivo(Halliwell & Gutteridge, 1989) e que o aumento do ectrecsse
oxidativo pravocado por niveis plasmaticos elevaaos de ALA pode
levar a lesfo e consequente reducio nas fungbes mitocondriais(Pe-
reira et al, 1992), podemos tambeém SUPOY que a redu¢do na forma-
t3o de superdxido pcorra devido a les8es mitocondriais Provocadas
pelos niveis plasmaticos aumentados de ALA em individuos expostos
a0 chumbo. Butro possivel mecanismo para ps efeitos do chumbo na
atividade 1itica de macrofagos & proposto Por Buchmuller-Rouil-
ler (1989) e Mauel et al(1989) onde o chumbo atuaria a nivel de
fator ativador de macrofagos (MAF) levando a uma inibi¢3o do meta-
bolismo oxidativo e producio de radicaics livres de oxigbnio ecti-
mulados por este fator.

‘Nossos resultados mostram que n3o houve alteragOes na fago-
citose de mondcitos e de neutrofilos em individuos expostos  ag
chumbo(figuras 1 e 2}. No entanto, a atividade 1itica de rneutro-
filos apresentou redu¢ao significativa €m presen¢a do antigeno

C.albicans, mas n3o0 em Presenca do antigeno C.pseudptropica-
L.aibicans

lig(figuras 3 e 4). Feta reducd3c na lise de C.albicans ocorreu
mesSmo naqueles individubs com niveis de plumbemia dentro e abaiwe
dos limites de tolerancia biologicat¢figura 5) A enzima mielope~

roxidase esta presente em neutrofilos e monocitos, mas n3o em ma-
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crofagos, e € uma enzima importante no Processo de lise de £ .al-

bicans(lehrer, 1949 ¢ $978) . Por outro tado, na lise de C. peseudn-

tropicalis as células fagociticas utilizam-se de outros mecanis-
mos HPD—independentes(Lehrer, 1972) . Sendo a lise de C.albicans
dependente da mieloperoxidase, NO650S resultados sugerem que g
thumbo deve atuar inibindo a atividade da mieloperoxidase com
tonsequente reducdo na lise desta tandida pelos neutvrdfilos . Rea-
firmam esta hipdtese os resultados do estudo da atividade litica

de neutrdfilos e mondcitos frente i C pseudotropicalis, que - de-

monstram nZo0 haver diferengas, neste aspecto funcional, destas
células comparadas aos controlestfiguras 4 e 10)

A auséncia de correlacio entre os nossos resultados de atij-
vidade 1itica dos neutrdfilos frente 3 C.albicans e o5 niveis de
Plumbemia e ALA-U (tabela 9) demonstram que estag altera;gfes
ftorrem, em individuos expostos, mesmo quando os niveis destes
indicadores bioldgicos estSo situados dentro ou meemo abaiwo dos
limites aceitdveis de tolerlncia bioldgica.

A auséncia de correlac3o com o tempo de exposic30 e & pPre-
senca de alteracoes nos diferentes subgruros, measmo naqueles com
maior tempo de eXPOSICAC, Sugerem que 85 alteragbes bbservadas

ndo sio reversiveis.

2- Dosagens de Imuncglobulinas

As imunoglobulinas, ou anticorpos, s3o proteinac sintetiza-~
das e secretadas por Plasmocitos, que <o derivados de linfdcitos
B quando estimulados por antigenos. BOs anticorpos combinam-ce com

antigenos neutralizando-os, numa tentativa de destrui-los Escen-
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cialmente, cada tipo de imuinoglobulina, jsto € IgG, 1Iga, IgM e
IgE &30 bifuncionais, ou Seja, uma regifo da molécula liga-se ap
antigeno e outra liga-se ao tecido do hospedeiro. 830 incluidas
nesta ligac8p vdrias células do sistema imunoldgico e o primeiro
componente do sistema do complemento(Roitt et al, 19B7).

A Igh estd em maior Quantidade no plasma e tem funcio opso-
nizante para osg polimor fonucleares e os macrofagos. A IgM & o
Primeiro anticorpo secretado no processp infeccioso ¢ & capaz de
fixar complemento e produzir aglutinag$o e aderéncia opshnica. A
IgA faz parte das secre¢Bes de glandulacs exécrinas, como as glan-
dulas salivares.

Cs experimentas in vitro demonstram um aumento da resposta
imune humoral na Presenc¢a do chumbo(Lawrence,D A 19B1; Warner &
Lawrence, 1984; McCabe R Lawrence, 1990). Por outro lado, resul-
tados controversos tém sido obserwvados em estudos experimentaic
In Yiwvo Alguns autores(Blak]es, i980; Hilliam & Dzkan, 1984,
Koller, 1974) observaram que o chumbo pode diminuir a resposta
imune humeral com a reducSo na producdc de antirorpos Outros au-
teres (Madzinski et al 1986, Lawrence}D,A. 1981), no entanto, nio
verificaram alteractec em células formadoras de anticorpoe do ti-
po IgM, IgA e IgG.

Alguns autores{(Kimber et al 1984), avaliando as imunogloby-
linas plasmaticas de individuos expostos e com baixas concentra-
¢O0es de chumbo no sangue(abaixo de 4@ ug/dl), nio encontraram dj-
ferengas significativas nac toncentragcdes de IgG,Iga e IgM compa-
rando 0 orupo exposto & o arupo centrole. Por outvo lado, Jare-

min{1983) observou uma diminui¢io nas concentragdes de IaG e IgM
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em um grupo de trabalhadores com altos niveis de Plumbemiat 3¢
ug/dl) e ALA-U()8 mg/1).

0s nossos resultados mostram um aumento significativo nas
concentracles de IgM e IgA em individuos expostos ao chumbo com-
Parados ao grupo tontrole. Quanto aocs niveis de 196, nao notamos
alteragdes significativas(figura 14) McCabe (199Q) propds dois
mecanismos para explicar o aumento na atividade de linfocitos B
rrodutores de anticorpos provocado relo chumbo. 0 primeiro meca-
nismo sugere que a imunppotenciagio tausada pelo chumbo se deva a
um aumento na interac8o entre a célula T auxiliar e célula B,
Provocando um aumento na densidade de antigengs Ia na superficie
das células B. Os antigenos la de superficie, s35c produtos codi-
ficados pela regifio I de genes da classe 11 do tomplexo de histop-
tompatibilidade principal. O segundo mecanismo proposto aponta
Para o efeito direto do chumbo na expressio dos antigenos lIa, ou
na prdpria estrutura destes antigenos. 0Os hossos resultados pare-
cem vreforgar a hipdtese do efeitp direto do Chumbo na eXPressip
de antigenos la, pois nenhuma alteracdo na resposta de linfocitos
T frente a PHA foi observada em relac3o aos controles({item 4 -

Resultados)

IL-1

”\
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3. Cultura de lintdcitos

As células T ou B, qﬁando em contato com antigenos especy-
ficos, s80 estimulados a sofrer divisBes. Esta resposta mitogeni-
ca & acompanhada de mudangas mor?oldgicas.na célula bladstica

Ds fitomitdgenos =3o lecitinas derivadas de Plantas e tém a
tapacidade de induzir a transformacio blastica e Provocar as mi-
toses de maneira semelhante 305 antigenos O mitdgeno se liga ao
receptor especifico da superficie da célula, e o sinal gerado faz
cam que o linfdécito inicie o ciclo celular. As evidéncias sugerem
que a fito-hemaglutinina(PHA) soluvel estimula somente as ceélulas
T, & que, os linftdcitos T ativados secretam linfocinas que ativam
linfécitos B. Como a transformac8o bldstica de linforitos esta
relacionada as sinteses de DNA e de RNA A medida destas sinteses
tem sido utilizada como um indicador de imunointegridade e imuno-
competéncia do organismo.

Alguns trabalhos experimentais demonstram que, hd um aumen-
te sn viftro na proliferacio de linfocitos esplBnicos na Presenga
de LPS(mitdgeno para linfdcitos B) quando estes s80 expostos an
chkumbo(Shenker et al,1977) . Também +oi pbeervado, em camundongos
tratados com chumbo, um aumento in wivo na proliferacSo de linto-
titos T em presenga de PHA e Con & (Gaworski & Sharmaz, 1978,
Blakley & Archer, 1982). Ds auteres sugerem uma acSo direta do
chumbo sobre o linfdcito, alterando desta forma, a sintese de
DNA .

Em estudo clinico realizado por Jaremin(1983) 0 chumbo atua
como agente mitogénico de linfdcitos T ;p vitro A proliferagio

de linfdcitos de pessoas expostas ao chumbo em Presenga de PHA a
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€ aumentada. Porém, este aumento n3o € t3o intenso em individuos
com niveis elevados de Plumbemia. Por autro lado, neste mesmo ex-
Perimento, os linfdcitos de individuns expostos tultivados em
presenca de PHA e os ions chumbo apresentam uma reducio na sua
proliferac3o, sugerindo uma competicio da PHA e o chumbo por um
mesmo sitio de ligac3o na membrana da célula T. Por oputro lado,
Kimber et al(198&), nio observaram alteracBes na transformacio
blastica de 1infdcitos estimulados por PHA em individuos com bai-
05 niveis de plumbemia.

Em nossos experimentos, nao obeservamos alteracbes signifi-
cativas na proliferac3p de linfocitos T no grupo exposto (figura
20), mesmo quando analisamos em relagloc aos diferentes subgrupos
de acordo tom bps niveis de Plumbemia e ALA-U. EFstes dados sugerem

que o chumbo n3o interfere neste nivel da resposta imune celular
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LONCLUSEER

0s resultados deste trabalho demonstram que as alteragdes
imunolcdgicas opcorrem em individuos com exposicio ocupacional com
niveis relativamente baixos de chumbo. O conkecimento destes
efeitos ‘“subclinicos” & de grande interesse em relac3o a medidas
preventivas, uma vez que podem ser consideradas como informacdes
de importa3ncia ao se discutir o estabelecimento de medidas rela-
cionadas com os limites de exposigso.

Finalmente, nossos estudocs também demonstram que o sistema
imunoldgico pode representar um indicadar funcional sencive] do

efeito toxico do chumbo.
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