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Aquele que conhece os outros é sábio 

Aquele que conhece a si mesmo é iluminado 

Aquele que vence os outros é forte 

Aquele que vence a si mesmo é poderoso 

Aquele que conhece alegria é rico 

Aquele que conserva o seu caminho tem vontade 

 

Seja humilde e permanecerás íntegro 
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Esvazia-te e permanecerás repleto 

Gasta-te e permanecerás novo 

 

O sábio não se exibe e por isso brilha 

Ele não se faz notar e por isso é notado 

Ele não se elogia e por isso tem mérito 

E, porque não está competindo, ninguém no  

mundo pode competir com ele. 

 

Lao Tsé - Tao Te Ching 

 

 vi



SUMÁRIO 

 

 PÁG. 

RESUMO............................................................................................................ ix 

ABSTRACT........................................................................................................ xi 

1- INTRODUÇÃO.............................................................................................. 13 

1.1-Toxicocinética do chumbo....................................................................... 15 

1.2- Sítio de armazenamento: Ossos............................................................. 16 

1.3- Importância das concentrações de chumbo no plasma sangüíneo 

(Pb-P) e da fração plasma/sangue total (%Pb-P/Pb-S)..................... 

 

17 

1.4- Receptor da Vitamina D (VDR) e o remodelamento ósseo................. 18 

1.5- Importância da análise dos polimorfismos........................................... 19 

1.6- Polimorfismos VDR e toxicocinética do Pb.......................................... 21 

2- OBJETIVOS................................................................................................... 22 

3- CAPÍTULO.................................................................................................... 24 

4- DISCUSSÃO................................................................................................... 46 

5- CONCLUSÃO................................................................................................ 51 

6- REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS......................................................... 53 

7- ANEXOS......................................................................................................... 59 

Parecer do comitê de ética............................................................................... 60 

Termo de consentimento livre e esclarecido................................................... 61 

 

 

 

 vii



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SÍMBOLOS 

 

 

VDR  Receptor da Vitamina D (proteína) 

VDR  Receptor da Vitamina D (gene) 

Pb-P  Chumbo no Plasma 

Pb-S  Chumbo no Sangue Total 

%Pb-P/Pb-S fração de chumbo no plasma/chumbo no sangue total 

BsmI  endonuclease cujo sítio de restrição é 3’-CTTAC’GN-5’ 

ApaI  endonuclease cujo sítio de restrição é 5’-GGGCC’C-3’ 

FokI  endonuclease cujo sítio de restrição é 3’-CCTAC`N-5’ 

ICP-MS Espectometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado 

EPM  Erro Padrão da Média 

n número. Refere-se ao número amostral de uma população ou ao número de 

indivíduos retirados de uma determinada população e inclusos em um grupo 

de estudo para análises estatísticas 

NS  Não Significativo 

P <0,05 valor de probabilidade < 0,05 estatisticamente significativo 

L  Litro 

Taq  Polimerase termo-estável, isolada da bactéria Thermophilus aquaticus 

C  Citosina 

T  Timina 

G  Guanina 

A  Adenina 

 

 viii



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RESUMO 

 

 

 ix



O receptor da vitamina D (VDR) possui um importante papel na toxicidade do chumbo 

(Pb).  Poucos trabalhos avaliaram o efeito dos polimorfismos VDR sobre as concentrações 

circulantes do metal em populações expostas ambientalmente. Além disso, nenhum estudo 

avaliou o efeito da combinação desses polimorfismos (haplótipos) sobre os mesmos 

parâmetros.  A análise de haplótipos (combinação de marcadores genéticos dentro de uma 

determinada região no cromossomo) tem demonstrado ser uma melhor ferramenta em 

comparação com a análise de polimorfismos (SNPs) vistos isoladamente. Nesse estudo, 

avaliamos o efeito dos haplótipos estimados a partir dos polimorfismos BsmI, ApaI e FokI 

do VDR sobre os níveis de Pb-S (chumbo no sangue), Pb-P (chumbo no plasma) e na fração 

%Pb-P/Pb-S (chumbo no plasma/chumbo no sangue) em 150 voluntários expostos 

ambientalmente ao chumbo (65 homens e 85 mulheres; idade: 18 a 57 anos). Os genótipos 

para todos os polimorfismos do VDR foram determinados por PCR seguido por digestão 

com enzimas de restrição (RFLP). Pb-P e Pb-S foram determinados por espectrometria de 

massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e espectrometria de absorção 

atômica com forno de grafite, respectivamente. Os resultados mostraram que os 

polimorfismos do VDR estão associados às concentrações de Pb circulantes e que o 

haplótipo H8, formado pelos alelos a, b e f, está associado com menores concentrações de 

Pb-S, Pb-P e %Pb-P/Pb-S. Estes achados podem apresentar importantes implicações 

toxicogenéticas, sendo necessários estudos posteriores para elucidar os mecanismos 

responsáveis por tais efeitos. 
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The Vitamin D Receptor  (VDR) plays an important role in the toxicity of lead (Pb). 

Genetic factors, i.e polymorphisms, influence blood lead (Pb-B) concentrations in lead 

exposed subjects. However, only a few research studies have evaluated the effect of VDR 

polymorphism on the lead concentration in environmentally. Also, no studies have 

evaluated the combinatorial effect of these polymorphisms on the same parameters. The 

haplotype analysis (combination of genetic indicators in a certain region of the 

chromossome) has been shown to be a better tool if compared with the analyses of single 

polymorphisms. This study aimed at examining the combined effects (haplotype analysis) 

of three polymorphisms (BsmI, ApaI and FokI) in vitamin D receptor (VDR) gene on Pb-B 

and on the concentrations of lead in plasma (Pb-P), which is more relevant to lead toxicity, 

in 150 environmentally exposed subjects (65 mens and 85 women). Genotypes were 

determined by RFLP, and Pb-P and Pb-B were determined by inductively coupled plasma 

mass spectrometry and by graphite furnace atomic absorption spectrometry, respectively.  

Subjects with the bb (BsmI) or ff (FokI) genotypes have lower B-Pb than subjects in the 

other genotype groups. Subjects with the aa (ApaI) or ff genotypes have lower P-Pb than 

subjects in the other genotype groups. Lower Pb-P, Pb-B, and %Pb-P/Pb-B levels were 

found in subjects with the haplotype combining the a, b, and f alleles for the ApaI, BsmI, 

and FokI polymorphisms, respectively, compared with the other haplotype groups. These 

findings may have important toxicogenetic implications and their molecular basis needs to 

be addressed in further studies. 
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O chumbo (Pb) é um metal pesado, não essencial, encontrado no meio ambiente 

como contaminante.  Os homens foram expostos desde as formas mais primitivas de 

trabalho, pois a facilidade de extração e sua maleabilidade possibilitavam seu manuseio. 

Sendo assim, os relatos sobre intoxicações também têm origens remotas (Steinbock 1979).  

O modo como os povos antigos extraíam o chumbo dos seus minerais não é bem 

conhecido. No entanto, existem vestígios de fornalhas muito rudimentares, feitas de pedra, 

onde se supõe que estes povos aqueciam os minérios de chumbo com fogueiras que 

queimavam madeira e carvão, para extrair o elemento (Steinbock 1979; Woolley 1984). 

Desde 3000 a.C., há evidências de que os chineses o extraíam da natureza e o utilizavam na 

fabricação de armas e utensílios domésticos, e de que, em 2000 a.C os fenícios tinham 

explorações próximas a depósitos na Espanha. No século V a.C. os romanos fizeram uma 

exploração extensiva dos depósitos de chumbo em toda a Península Ibérica, e o metal foi 

amplamente utilizado na época do Império (Gidlow 2004).  A presença de Pb, tanto nas 

soldas dos encanamentos, como nos recipientes onde se fabricavam e armazenavam o 

vinho, culminava na contaminação da água consumida pela população, e do vinho 

consumido pelos grande imperadores da época (Woolley 1984).   

A concentração do metal no meio ambiente cresceu de forma alarmante com o 

advento da Revolução Industrial (Woolley 1984). A introdução de compostos orgânicos 

(chumbo tetraetila) como aditivo da gasolina também contribuiu para o aumento da 

concentração no meio ambiente. Porém, no final da década de 70, o Brasil investiu na 

tentativa de diminuir a importação de combustíveis, o que deu início à fase de substituição 

do chumbo da gasolina pelo álcool etílico, com o programa Proálcool (de Freitas,  

De Capitani et al. 2007).  Além de englobar políticas energéticas, industriais e sociais, esse 

programa também atingiu o âmbito ambiental, por levar a uma redução do Pb emitido pela 

combustão dos combustíveis. Medidas como esta levaram a uma redução das altas 

concentrações de Pb no organismo humano.  Um dos resultados desses esforços foi a 

diminuição de até 77% a concentração do metal no sangue de crianças nascidas entre 1976 

e 1991 (Patrick 2006).  No entanto, a intoxicação pelo Pb ainda é problema de saúde 

pública. Sua utilização em processos industriais como revestimentos de cabos elétricos, 

chapas para pias, cisternas e telhados e na indústria de acumuladores é bem atual  

(Patrick 2006). Nos países desenvolvidos a exposição ambiental é geralmente bem 
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controlada, o que não ocorre nos países em desenvolvimento como o Brasil, onde alguns 

casos de intoxicação pelo metal são bem conhecidos. Entre 1960 e 1993 uma fundição de 

chumbo poluiu a cidade de Santo Amaro da Purificação, no estado da Bahia, contaminando 

os trabalhadores, seus filhos e moradores de regiões próximas à usina (Carvalho,  

Tavares et al. 1984; Carvalho, Silvany-Neto et al. 1985).  Em 2002, na cidade de Bauru, 

estado de São Paulo, houve a interdição de uma indústria de acumuladores, em função da 

emissão de partículas de chumbo para o meio ambiente acima do permitido segundo 

normas da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de São Paulo (de Freitas,  

De Capitani et al. 2007).  A partir da localização desta fábrica, instalada desde 1958 em 

área periférica do município, foram detectados dejetos contendo sal de óxido de chumbo e 

sulfato de chumbo presentes na poeira e a deposição de chumbo metálico no solo. Com 

isso, centenas de adultos e crianças foram contaminadas (de Freitas, De Capitani  

et al. 2007).   

Sendo completamente estranho ao organismo humano, esse metal possui vários 

alvos no organismo podendo atingir até mesmo o sistema nervoso central  

(Murata, Araki et al. 1993). Clinicamente, o Pb em adultos está relacionado à hipertensão 

(Cheng, Schwartz et al. 2001) (Staessen, Bulpitt et al. 1994) e danos renais  

(Loghman-Adham 1997). Muitos desses efeitos são atribuídos a alterações enzimáticas e à 

habilidade de, mesmo em pequenas doses, competir com o cálcio, inibindo sua entrada nas 

células (Simons 1993). Além disso, há a necessidade de determinar os níveis de exposição 

aos quais os efeitos adversos ocorrem. Embora diversos estudos tenham sido informativos, 

seus valores podem ser limitados, pois fatores como sexo, estado nutricional e fatores 

genéticos podem influenciar na contaminação pelo metal.   

 

1.1- Toxicocinética do chumbo 

Estudos sobre a cinética do Pb têm sido realizados com a finalidade de 

compreender os efeitos tóxicos desse metal, além disso, o uso de técnicas analíticas mais 

sensíveis auxiliam nessas pesquisas (Schutz, Bergdahl et al. 1996). Sabe-se que as 

principais vias de absorção do Pb são a gastrointestinal e respiratória. Uma vez absorvido 
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99% do metal permanece ligado aos eritrócitos por aproximadamente 30-35 dias e num 

prazo de 4 a 6 semanas estará disperso nos tecidos moles como o fígado, rins,  pulmão e 

sistema nervoso. A fração disponível para atravessar as barreiras biológicas é a fração 

plasmática do metal, sendo apenas 1% do que foi absorvido (Rabinowitz 1991). O Pb é um 

cátion bivalente e possui raio atômico semelhante ao do cálcio. Considerando que os ossos 

são constituídos por uma porcentagem significativa de cálcio, cerca de 70% sob a forma de 

hidroxiapatita [Ca10 (PO4)6(OH)2], o Pb consegue competir e deslocá-lo dessa estrutura, 

constituindo a fração de Pb nos ossos (Rabinowitz 1991). Dessa maneira, os ossos e dentes 

são os principais sítios de armazenamento, chegando a constituir 90% do metal do 

organismo (Pounds, Long et al. 1991; Rabinowitz 1991).  

 

1.2- Sítio de armazenamento: Ossos 

Muitos aspectos da cinética do Pb nos ossos ainda não estão esclarecidos, mas 

sabe-se que o chumbo no osso é considerado tão importante quanto às influências da 

exposição exógena para o comportamento toxicocinético deste metal (Rabinowitz 1991).  O 

osso é um tecido dinâmico sob constante remodelamento ao longo da vida. Sendo assim, o 

Pb presente em sua estrutura pode retornar ao plasma aumentando a fração disponível para 

atravessar as barreiras biológicas (Hu, Rabinowitz et al. 1998). 

Inúmeros estudos têm fornecido evidências de que a mobilização de Pb dos 

ossos para o sangue é maior durante os períodos de intenso remodelamento ósseo como 

durante a gravidez, lactação e menopausa (Silbergeld, Schwartz et al. 1988; Roberts and 

Silbergeld 1995; Rothenberg, Kondrashov et al. 2001) .  Além disso, estudos mais recentes 

têm considerado que fatores genéticos influenciam o processo de remodelamento ósseo 

(Morrison, Yeoman et al. 1992; Morrison, Qi et al. 1994). Baseado nessa afirmação, 

sugere-se que esses fatores poderiam influenciar na susceptibilidade individual a 

intoxicação pelo chumbo por estarem relacionados a cinética do metal (Onalaja and 

Claudio 2000).  
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1.3- Importância das concentrações de chumbo no plasma sangüíneo (Pb-P) e da 

fração plasma/sangue total (%Pb-P/Pb-S) 

A recomendação do CDC (Centro para Controle e Prevenção de Doenças) para 

o diagnóstico de exposição ao Pb é a determinação do metal no sangue total. Concentrações 

de até 10 µg/dL de Pb no sangue (Pb-S) são consideradas como níveis de intervenção 

(Patrick 2006). No entanto, concentrações inferiores a essa já vêm sendo associadas a danos 

no sistema nervoso central, hipertensão e danos renais (Staessen, Bulpitt et al. 1994; Cheng, 

Schwartz et al. 2001). A avaliação das concentrações de Pb-P, bem como a fração  

(%Pb-P/Pb-S) recebeu atenção especial nos últimos tempos. As exposições recentes e 

passadas ao metal são dadas através das medidas de Pb-S como resultado da mobilização 

do chumbo nos estoques ósseos para a corrente sangüínea (Hu, Rabinowitz et al. 1998). 

Entretanto, na cinética do chumbo, diferenciar baixos níveis de exposição crônica de um 

curto prazo de alta exposição não é possível com base apenas nas medidas dos níveis de  

Pb-S, mas sim, avaliando os níveis de Pb-P e %Pb-P/Pb-S. Pois a composição dessa fração 

considera o Pb a que o indivíduo está exposto atualmente e o Pb que poderá estar 

retornando dos estoques ósseos (Pounds, Long et al. 1991; Rabinowitz 1991; Hu, 

Rabinowitz et al. 1998). Nesse sentido, é aceitável que a toxicidade do chumbo esteja 

relacionada aos níveis de Pb-P ou à fração (Bergdahl, Gerhardsson et al. 2006). Vale 

lembrar que os estoques ósseos influenciam a concentração do chumbo no plasma de modo 

independente da influência do Pb sanguíneo (Rabinowitz 1991; Bergdahl,  

Gerhardsson et al. 2006).  O Pb desses estoques pode ser mobilizado para a circulação nas 

situações em que normalmente ocorre uma maior mobilização, como nos estados 

fisiológicos e patológicos, que promovem aumento do remodelamento ósseo  

(Rabinowitz 1991), constituindo assim um mecanismo para a toxicidade tardia.  

Conjuntamente, estes dados demonstram a importante relação entre os níveis de 

chumbo no plasma, sangue e ossos e a relevância de se avaliar os fatores que influenciam 

essa cinética, para o estudo na toxicocinética do chumbo. 
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1.4- Receptor da vitamina D (VDR) e o remodelamento ósseo 

Além do processo de remodelamento ósseo, a susceptibilidade individual 

também pode ter um significado importante para a composição dessa fração. Alterações em 

determinados genes (polimorfismos) relacionados à cinética do Pb têm sido identificados. 

Entre eles, o gene do receptor da vitamina D (VDR) (Uitterlinden, Fang et al. 2004).   

A vitamina D atua como potente regulador do metabolismo ósseo.  As duas 

principais formas da Vitamina D são: Colecalciferol ou Vitamina D3, formada na pele após 

exposição aos raios UV, e Ergocalciferol ou Vitamina D2, obtida através dos alimentos 

(Lips 2006).  Embora diferenças estruturais existam entre as duas formas de Vitamina D, 

elas seguem a mesma via metabólica, sendo hidroxiladas no fígado e posteriormente nos 

rins, onde são finalmente ativadas. A forma ativa da Vitamina D é 1α 25 (OH)2D3, que 

exerce seus efeitos no organismo através da ligação a um receptor nuclear específico 

presente em diversos tecidos, o Receptor da vitamina D (VDR) (Lips 2006).  A clonagem 

desse receptor mostrou que se trata de um membro da superfamília dos receptores nucleares 

e, assim como os receptores esteróides, são ativados por ligantes específicos (McDonnell, 

Mangelsdorf et al. 1987). Dessa forma, o metabólico ativo da Vitamina D, as enzimas 

responsáveis pela sua ativação e o VDR formam o sistema endócrino da Vitamina D. Esse 

sistema está diretamente relacionado ao metabolismo ósseo.  

Por outro lado, existem diferenças interindividuais diretamente relacionadas ao 

metabolismo ósseo (Morrison, Qi et al. 1994; Ivanova, Doukova et al. 2006). Variações nas 

seqüências do DNA de proteínas desse sistema poderão acarretar em doenças como o 

raquitismo, onde há uma mutação deletéria no gene VDR. Entretanto, variações mais sutis 

no VDR, os polimorfismos como por exemplo os SNPs (da sigla: Single Nucleotyde  

Polymorphism), são associadas a diversas doenças como por exemplo, diabetes  

(Malecki, Frey et al. 2003), urolitíase (Gunes, Bilen et al. 2006) e câncer de mama (Lowe, 

Guy et al. 2005). Como já é bem estabelecido que fatores genéticos podem influenciar o 

turnover e a densidade óssea (Morrison, Yeoman et al. 1992; Morrison, Qi et al. 1994), 

estes foram estudados como marcadores genéticos para osteoporose (Vandevyver,  

Wylin et al. 1997; Falchetti, Sferrazza et al. 2007).  A interpretação desses polimorfismos é 
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prejudicada pelo fato de que muitos deles são anônimos, ou seja, ainda não se conhece seu 

efeito funcional.  

 

1.5- Importância da análise dos polimorfismos 

Dizemos que um gene é polimórfico quando variações específicas da seqüência 

de bases do gene são encontradas com freqüência mínima de 1% em uma população. Por 

exemplo, polimorfismos genéticos podem ocorrer pela substituição de uma base C-T 

(citosina por timidina) em regiões do gene que codificam aminoácidos (exons), causando 

uma correspondente substituição de um aminoácido por outro, potencialmente alterando a 

estrutura e/ou função da proteína correspondente. Polimorfismos deste tipo são chamados 

de SNPs e são os mais comuns.  

O VDR situa-se no cromossomo 12 e possui cerca de 100kb e uma extensa 

região promotora capaz de gerar múltiplas transcrições tecido-específicas (Uitterlinden, 

Fang et al. 2004) (Miyamoto, Kesterson et al. 1997) (Crofts, Hancock et al. 1998) . Dessa 

maneira, cerca de 100 polimorfismos são esperados ao longo desse gene, no entanto, apenas 

alguns são conhecidos e estudados (figura 1). Dentre eles encontram-se aqueles que são 

reconhecidos pelas enzimas de restrição: BsmI, ApaI e FokI, recebendo essa denominação. 

Figura 1- Estrutura genômica do VDR e posição de alguns polimorfismos conhecidos 

(modificado de Uitterlinden A. e col, 2004) (Uitterlinden, Fang et al. 2004) 
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O polimorfismo BsmI (rs1544410) situa-se no intron 8 e é caracterizado pela 

substituição de um nucleotídeo A por G (adenina por guanina) (Morrison,  

Yeoman et al. 1992). No mesmo intron 8, localiza-se o outro polimorfismo, ApaI 

(rs7975232) que se caracteriza pela substituição de uma G por T (guanina por timina) 

(Faraco, Morrison et al. 1989). Já o polimorfismo FokI (rs10735810) localiza-se em uma 

região funcional, o exon 2, onde há a substituição de uma C por T(citosina por timina) 

(figura 1) (Gross, Krishnan et al. 1998).  Estes três polimorfismos foram genotipados e 

analisados nos indivíduos incluídos nesse estudo através da técnica de RFLP (Restriction 

Fragment Lenght Polymorphism).  

No caso do polimorfismo da FokI, indivíduos com o alelo C (designados por F) 

iniciam a transcrição no segundo sítio ATG e não possuem os três aminoácidos NH2 

terminal em toda extensão da proteína VDR, ou seja, a proteína é mais curta em três 

aminoácidos (forma M2, indivíduos FF). A ausência do sítio polimórfico FokI indica que a 

tradução da proteína foi iniciada no primeiro sítio ATG e portanto, os indivíduos portadores 

desse genótipo (ff) sintetizam uma proteína em toda sua extensão, com 427 aminoácidos 

(forma M1) (Gross, Krishnan et al. 1998). Essa diferença estrutural pode alterar a função do 

VDR e conseqüentemente alterar o processo de remodelamento ósseo. Há evidências que o 

alelo f mais longo pode ser menos ativo que a forma mais curta. Dos três SNPs aqui 

estudados, apenas este possui uma funcionalidade. No entanto, os polimorfismos BsmI e 

ApaI, embora situados em regiões intrônicas, apresentam diversos estudos de associação 

demonstrando a influencia destes polimorfismos  (Cooper and Umbach 1996; Uitterlinden, 

Burger et al. 1997; Vandevyver, Wylin et al. 1997; Lowe, Guy et al. 2005; Gunes, 

Bilen et al. 2006; Thijssen 2006). Tais estudos se baseiam na hipótese que esses 

polimorfismos (BsmI e ApaI)  possam estar em desequilíbrio de ligação com polimorfismos 

situados na região 3’UTR, região reguladora do gene. O desequilíbrio de ligação é atribuído 

à ligação física entre o lócus que resulta na redução da freqüência de recombinação entre os 

genes (Crofts, Hancock et al. 1998; Uitterlinden, Fang et al. 2004) . 

O estudo individual dos polimorfismos é importante, pois possibilita a 

indicação da influência desses variantes genéticos sobre o risco de desenvolvimento e/ou na 

gravidade de uma determinada doença. Entretanto, quando pensamos no indivíduo como 
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um todo, o que ocorre é a interação entre vários polimorfismos dentro de seu genoma ao 

mesmo tempo. Esta situação é melhor avaliada através do estudo de haplótipos  

(Risch 2000; Crawford and Nickerson 2005). 

Haplótipos são a combinação de alelos de diferentes marcadores genéticos 

presentes ao longo de um mesmo cromossomo e conseqüentemente herdados em unidade. 

Mostra-se de grande importância, pois podem fornecer informações sobre recombinação do 

DNA em um cromossomo (Crawford and Nickerson 2005), quando os polimorfismos estão 

presentes no mesmo cromossomo. 

 

1.6- Polimorfismos VDR e toxicocinética do Pb 

Considerando a similaridade do Pb com o cálcio, e também a participação desse 

íon no metabolismo ósseo, alguns autores estudaram a associação de diferentes 

polimorfismos presentes no gene VDR com as diferenças interindividuais nas concentrações 

de Pb no sangue.  Entretanto, a maioria desses trabalhos avalia a participação individual 

que cada polimorfismo exerce sobre as diferentes concentrações de Pb no sangue 

(Schwartz, Lee et al. 2000; Chuang Hy Fau - Schwartz, Schwartz J Fau - Gonzales-Cossio 

et al. 2001; Haynes, Kalkwarf et al. 2003).  Até o momento nenhum estudo avaliou se 

polimorfismos genéticos do VDR poderiam alterar as concentrações de Pb-P e %Pb-P/Pb-S.  

Além disso, não há estudos considerando a influência dos haplótipos do VDR sobre esses 

mesmos parâmetros. 
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1 - Verificar se polimorfismos do gene VDR, (BsmI, ApaI e FokI)  influenciam 

as concentrações plasmáticas de chumbo (Pb-P) e a fração chumbo no 

plasma/chumbo no sangue (%Pb -P/Pb-S) de voluntários expostos 

ambientalmente ao chumbo. 

 

2 - Verificar se haplótipos estimados a partir dos polimorfismos acima citados 

influenciam as concentrações plasmáticas de chumbo (Pb-P) e a fração 

chumbo no plasma/chumbo no sangue (%Pb - P/Pb-S) de voluntários 

expostos ambientalmente ao chumbo. 
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Este é o primeiro estudo demonstrando que haplótipos estimados a partir dos 

polimorfismos (BsmI, ApaI e FokI) do receptor da vitamina D (VDR), modulam de maneira 

significativa as concentrações de Pb-S, Pb-P e %Pb-P/Pb-S em indivíduos expostos 

ambientalmente ao chumbo.  

A razão pela qual avaliamos as concentrações de Pb-P e %Pb-P/Pb-S é que, 

durante as últimas cinco décadas, o chumbo no sangue (Pb-S) tem sido o principal 

biomarcador utilizado para monitorar a exposição ocupacional e ambiental, devido à 

facilidade de coleta (Barbosa, Tanus-Santos et al. 2005). Entretanto, outros biomarcadores 

de exposição têm sido propostos por avaliar a fração do metal que está disponível para 

atravessar as barreiras biológicas e exercer o efeito tóxico. Dessa maneira, concentração de 

Pb-P pode ser um índice mais relevante para avaliar exposição, distribuição e os riscos à 

saúde associados ao chumbo. Além disso, os efeitos tóxicos do chumbo são primeiramente 

associados ao Pb-P, o qual reflete mais rapidamente a fração liberada de chumbo na 

corrente sanguínea (Barbosa, Tanus-Santos et al. 2005). Uma vez que a mobilização de Pb 

nos ossos contribui para a fração plasmática do metal de forma considerável, fatores 

envolvidos no processo de remodelamento ósseo poderiam alterar a composição dessa 

fração, como por exemplo, os fatores genéticos (Onalaja and Claudio 2000). 

Recentemente, nosso grupo demonstrou que o polimorfismo G177C 

(substituição de uma guanina por citosina na posição 177 do gene) da ALAD,  enzima na 

qual o Pb se liga nos eritrócitos, influencia os níveis Pb-P e a fração %Pb-P/Pb-S de 

indivíduos ambientalmente expostos ao chumbo, já que os voluntários com genótipo 

ALAD1-2/ALAD2-2 apresentaram níveis Pb-P e a fração %Pb-P/Pb-S aumentados, quando 

comparados com voluntários de genótipo ALAD1-1 (Montenegro, Barbosa et al. 2006). 

Uma vez que a mobilização de Pb nos ossos contribui para a fração plasmática do metal de 

forma considerável, fatores envolvidos nesse processo poderiam alterar a composição dessa 

fração.   

Considerando a similaridade do Pb com o cálcio, ambos cátions bivalentes e a 

toxicocinética do metal, entendemos melhor sua afinidade pelos tecidos mineralizados 

como ossos e dentes (Simons 1993). O osso representa grande parte dos estoques do metal 

no organismo. Por outro lado, sendo um tecido dinâmico em constante processo de 

Discussão 

47



remodelamento, o Pb armazenado, por competição com o cálcio da estrutura óssea, pode 

voltar a compor a fração plasmática (Hu, Rabinowitz et al. 1998).    

A vitamina D está diretamente relacionada ao balanço de cálcio no organismo e 

sua função depende da ligação com o receptor nuclear VDR, presente na maioria das 

células, incluindo osteoblastos. Esse receptor foi estudado em 1988 por Baker e 

colaboradores (Baker, McDonnell et al. 1988) e o gene VDR que o expressa localiza-se no 

cromossomo 12. Em um estudo pioneiro, Morrison e colaboradores associaram 

polimorfismos BsmI do VDR à densidade mineral óssea (DMO) e demonstraram que esse 

parâmetro foi 12% menor nos portadores do genótipo BB quando comparados aos bb, tanto 

em gêmeos como em mulheres, sugerindo ser este polimorfismo responsável por 75% do 

componente genético da DMO e que o genótipo BB seria um indicador para o risco de 

osteoporose (Morrison, Qi et al. 1994). Outros estudos associam baixa densidade mineral 

óssea em mulheres com o alelo “B”(Tokita, Matsumoto et al. 1996; Gong,  

Stern et al. 1999). Mulheres homozigotas para o alelo “B” possuem densidade mineral 

óssea cerca de 2 a 10% menores que mulheres bb (Vandevyver, Wylin et al. 1997). Embora 

numerosos outros estudos tentaram reproduzir os achados com resultados divergentes, fica 

claro que o remodelamento ósseo possui um fator genético determinante.   

Baseado nisso, Schwartz e colaboradores (Schwartz, Stewart et al. 2000) 

associaram polimorfismos BsmI a concentrações de Pb na tíbia de trabalhadores expostos 

de forma ocupacional e encontraram uma associação dos homozigotos  bb a uma menor 

concentração de Pb na tíbia. 

No presente estudo, não encontramos influências significativas do 

polimorfismo SNP BsmI do VDR nos níveis de Pb-S (tabela1-artigo anexo). Este resultado 

está de acordo com o trabalho de Schwartz  (Schwartz, Lee et al. 2000). Com relação a 

ApaI, este foi o primeiro estudo  demonstrando que indivíduos portadores do genótipo aa 

apresentavam concentrações menores de Pb-P assim como a fração plasmática  

(tabela-1-artigo anexo). Já os resultados dos polimorfismos da FokI  estão de acordo com o 

trabalho de Haynes (Haynes, Kalkwarf et al. 2003) que mostrou  portadores dos genótipos 

ff com uma menor concentração de Pb-S e adicionalmente em nosso trabalho 
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demonstramos que os portadores do mesmo genótipo ff apresentam uma diminuição 

também nas concentrações de Pb-P e %Pb-P/Pb-S (tabela-1-artigo anexo). 

O resultado mais importante desse estudo foi a descoberta de uma associação 

estatisticamente significativa do haplótipo H8 (formados pelos alelos a, b e f) quando 

comparado com os demais grupos, sendo o H8 associado a uma diminuição da 

concentração de Pb-S, Pb-P e %Pb-P/Pb-S. O haplótipo tem sido considerado  uma 

ferramenta de maior poder para avaliar os efeitos combinados dos polimorfismos. O estudo 

de haplótipos dos polimorfismos do VDR tem sido muito empregado em pesquisas 

envolvendo doenças como câncer de próstata (Cicek, Liu et al. 2006) e principalmente 

osteoporose (Grundberg, Lau et al. 2007) . Contudo, este foi o primeiro trabalho a 

demonstrar o efeito de haplótipos sobre as concentrações de Pb-S, Pb-P e %Pb-P/Pb-S, no 

qual encontramos uma menor concentração de Pb-S, Pb-P e %Pb-P/Pb-S dos indivíduos do 

grupo H8. Vale lembrar que utilizamos somente os haplótipos com freqüências ≥10% para 

as análises haplotípicas (tabela 2-artigo anexo). 

Analisando as duas colunas dos valores de p na tabela 1(p2<p1 para todos os 

grupos), verifica-se que quando comparamos os genótipos, verificamos um p com menor 

valor do que quando comparamos BB+Bb com bb; AA+Aa com aa e FF+Ff com ff. 

Esperava-se que na combinação dos alelos (A, B e F) nos haplótipos (grupo H1-tabela-2, 

artigo anexo) houvesse um aumento da concentração do metal no sangue, plasma e fração, 

mas esse efeito não foi encontrado (figura 2-gráficos artigo anexo). Sugerimos, portanto 

que a diminuição da concentração do Pb-S, Pb-P e %Pb-P/Pb-S encontrados nesse estudo 

seria efeito da combinação dos alelos (a, b f) e não um efeito dos alelos (A, B e F) sobre o 

aumento da concentração do metal. Além disso, os indivíduos homozigotos para o alelo b 

do polimorfismo  BsmI  apresentam uma menor concentração de Pb-S, mas não nos demais 

parâmetros ( Pb-P e %Pb-P/Pb-S) (tabela 1). No entanto quando associados aos alelos a e f, 

surge uma diminuição estatisticamente significativa da concentração de Pb-S, Pb-P e  

%Pb-P/Pb-S (figura 2-gráficos artigo anexo). 

A funcionalidade da maioria dos polimorfismos, incluindo aqueles aqui 

estudados, ainda permanece desconhecida (Uitterlinden, Fang et al. 2004). Entretanto, dos 

três polimorfismos estudados nesse trabalho, um tem recebido especial atenção: o 
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polimorfismo FokI. O possível mecanismo envolvido na associação entre a diminuição das 

concentrações de Pb-P e %Pb-P/Pb-S entre os indivíduos portadores do genótipo ff ainda 

permanecem sem resposta. Com base nas evidências de que o alelo f (forma longa M1) 

seria menos ativo, poderíamos sugerir que a diminuição da atividade do VDR nos 

portadores do genótipo ff reduziria o acúmulo de Pb nos ossos, levando a uma diminuição 

da concentração do metal no plasma e na fração. Entretanto, outros estudos são necessários 

para validar essa sugestão. A funcionalidade dos polimorfismos BsmI e ApaI aqui 

estudados  ainda permanece desconhecida . Mas ao analisarmos os haplótipos, sugerimos 

que os alelos a b quando associados ao f talvez contribua com uma menor atividade do 

receptor, o que levaria a um menor acúmulo de Pb nos ossos e conseqüentemente uma 

menor concentração de Pb-S, Pb-P e %Pb-P/Pb-S. Estudos dos mecanismos moleculares 

envolvidos nessa associação são necessários para validar tais efeitos.  
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Este estudo demonstrou que os polimorfismos BsmI, ApaI e FokI estão 

associados às concentrações de Pb-S, Pb-P e %Pb-P/Pb-S e que o haplótipo H8 (formado 

pela combinação dos alelos a, b, f para ApaI, BsmI e FokI) está associado a uma diminuição 

das concentrações de Pb-S, Pb-P e %Pb-P/Pb-S. 

Embora sejam necessários estudos sobre o mecanismo responsável por tais 

efeitos, esses resultados podem ter importantes implicações toxicogenéticas, sendo este 

haplótipo um possível marcador para a diminuição das concentrações de Pb-S, Pb-P e  

%Pb-P/Pb-S. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Projeto: “Importância de fatores genéticos na intoxicação ambiental pelo chumbo” 

 

Responsáveis: 

- Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos (FMRP-USP) – CREMESP 84.966 

- Prof.a Dra. Marília Buzalaf (FOB-USP) 

-    Dr. Fernando Barbosa Júnior 

 

Eu, 

___________________________________________________________________, abaixo 

assinado, declaro que em ____/____/____ fui devidamente informado em detalhes pelo 

pesquisador responsável no que diz respeito ao objetivo da pesquisa, aos procedimentos 

que serei submetido, aos riscos e benefícios, à forma de ressarcimento no caso de eventuais 

despesas, bem como à indenização quanto por danos decorrentes da pesquisa. Declaro que 

tenho pleno conhecimento dos direitos e das condições que me foram asseguradas, a seguir 

relacionados: 

1) Este projeto pretende basicamente estudar alguns marcadores genéticos e 

bioquímicos que possam modificar as concentrações de chumbo no seu sangue, bem como 

produzir algumas alterações bioquímicas no seu organismo. Isto poderá nos auxiliar no 

entendimento de como a intoxicação ambiental por chumbo afeta as diversas funções no 

nosso organismo. Detalhando, pretendemos estudar uma série de tais marcadores 

bioquímicos no seu plasma (a parte líquida do seu sangue), bem como alguns marcadores 

genéticos, determinados a partir da extração de DNA dos seus glóbulos brancos 

(leucócitos) do seu sangue.  
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Assim, estudaremos marcadores bioquímicos no seu plasma tais como a 

atividade de enzimas chamadas de metaloproteinases, as concentrações de nitritos e 

nitratos, homocisteína, radicais livres, além de quantificarmos as concentrações de chumbo 

no seu sangue total e no seu plasma.  

Dentre os genes que pretendemos estudar, incluímos os genes que podem afetar 

as concentrações de chumbo no seu organismo, tais como o gene para o receptor da 

vitamina D, o gene da enzima chama delta-ala (desidrogenase do acido amino-levulínico), 

bem como os genes de enzimas que podem ser afetadas pelo chumbo (os nomes destes 

enzimas são: sintetases do óxido nítrico, as metaloproteinases, superoxido dismutases, 

glutationa peroxidases, NADPH oxidases, ligase glutamato-cisteína, 

metilenotetrahidrofolato redutase). A intoxicação por chumbo pode afetar estas enzimas 

que são responsáveis pelo controle das substâncias mencionadas acima.    

2) Sua participação neste estudo será: 

Serão retirados, no máximo, 20 mL do seu sangue, coletados por punção venosa 

utilizando técnica adequada. Este sangue será utilizado para realizar todas os estudos 

bioquímicos e genéticos mencionados acima. Com isto, encerra-se a sua participação neste 

estudo. 

3) Você terá direito a ressarcimento financeiro caso haja gastos gerados 

exclusivamente pela sua participação como voluntário desta pesquisa. 

4) Caso haja dano comprovadamente decorrente da pesquisa você terá direito à 

indenização. 

5) NÓS NÃO PODEMOS E NÃO GARANTIREMOS QUE VOCÊ 

RECEBERÁ QUALQUER BENEFÍCIO DIRETO DESTE ESTUDO.  

6) Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas 

científicas, não revelará a sua identidade. Entretanto, órgãos governamentais ligados à 

saúde podem solicitar informações a respeito da pesquisa e identidade dos voluntários nela 

envolvidos. 

7) Você pode retirar o seu consentimento para participar deste estudo a 

qualquer momento, inclusive sem justificativas e sem qualquer prejuízo para você.  
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8) Você terá a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou 

esclarecimento de qualquer dúvida a respeito dos procedimentos, riscos, benefícios e de 

outras situações relacionadas com a pesquisa e o tratamento a que será submetido.  

Qualquer questão a respeito do estudo ou de sua saúde deve ser dirigida à Dra. Marília 

Buzalaf (telefone 014-3235-8346) do Departamento de Bioquímica da Faculdade de 

Odontologia de Bauru (FOB),  ou ao Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos (telefone 

016-602-3163), do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto (FMRP), ou ao Dr. Fernando Barbosa Junior (telefone 016-602-3163), do 

Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP). O 

telefone do Comitê de Ética em Pesquisa da FMRP é 016-602-2228. 

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condições que me foram 

apresentadas e que, livremente, manifesto a minha vontade de participar do referido 

projeto. 

 

 

Bauru , __________ de ______________ de ______.   

  

 

 

_________________________________          ________________________________ 

     Assinatura do voluntário                 Assinatura do investigador/testemunha 
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