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DEPOIS DE ALGUM TEMPO

Vocé aprende que
herdis sdo pessoas que fizeram o que era necessario fazer,

enfrentando as consequéncias.

Aprende que

paciéncia requer muita pratica.

Descobre que algumas vezes,
a pessoa que vocé espera que o chute, quando vocé cai,

€ uma das poucas pessoas que o ajudam a levantar-se.

Aprende que a maturidade
tem mais a ver com tipos de experiéncias que se teve e o que se aprendeu com

elas, do que com quantos aniversarios vocé ja celebrou.

Aprende que

ha mais de seus pais em vocé do que vocé supunha.

Aprende que
nunca se deve dizer a uma crianga que sonhos sdo bobagens,

poucas coisas sao tao humilhantes, e seria uma tragédia se ela acreditasse nisso

...E vocé aprende realmente que
pode suportar, que realmente é forte, e que pode ir mais longe,

depois de pensar que ndo pode mais.

E que realmente a vida tem valor diante da vida!”

por William Shakespeare
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Mulheres gravidas constituem um grupo de individuos particularmente mais
susceptiveis aos efeitos toxicos associados ao chumbo (Pb)[1]. O chumbo é um
metal pesado que se acumula nos tecidos mineralizados. Possui um
comportamento similar ao calcio, o que explica sua toxicidade. Durante a gravidez,
o remodelamento 6sseo promove a migragdo do chumbo para o plasma e como
resultado, o metal é transferido para o feto, mesmo se a mae foi exposta ha varios

anos [2].

Durante a exposicdo materna, cerca de 99% do chumbo absorvido,
aqui referenciado como Pb-Sangue Total, permanece associado a enzima
acido &-aminolevulinico desidratase (ALAD) no eritrécito. O restante (cerca de
1%), aqui referenciado como Pb-Plasma (e/ou Soro), permanece livre e
eventualmente se deposita nos tecidos mineralizados (ossos e dentes)[2].
O Pb-Sangue Total e Pb-Plasma (ou Soro) sao naturalmente correlacionados, mas
essa correlacédo ainda néo esta bem compreendida, sendo essencial a medida dos
dois parametros para esclarecer esses processos. Além disso, os fatores
genéticos sao de crucial importancia, com alguns genes como o da ALAD e o do
receptor da vitamina D (VDR) tendo sido associados a diferentes concentragdes

sanguineas e plasmaticas de chumbo em individuos expostos|[3].

A dindmica do chumbo durante a gravidez também tem um papel importante
nesse processo e deve ser considerada. Até o momento, nenhum trabalho havia
estudado os fatores genéticos acima citados, numa populagdo especialmente
exposta e susceptivel aos efeitos deletérios do chumbo. Mesmo quando a
exposicao materna cessa, o chumbo permanece alojado nos 0ssos por varios
anos e sera mobilizado através do remodelamento 6sseo, contaminando o feto.
Haveria um grupo de gestantes, segundo gendtipos, predisposto a maiores ou
menores aumentos do metal no plasma e fragdo plasmatica? Teriam maior

re-exposi¢cao ao chumbo durante periodos de acentuado remodelamento ésseo?

Para responder a essas questdes, esse estudo concentrou nas medidas do metal
no Sangue e Plasma e/ou Soro (sendo o Soro equivalente ao plasma) e na

avaliagdo da susceptibilidade genética das gravidas através do estudo dos
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polimorfismos dos genes ALAD e VDR, além da analise de polimorfismos

agrupados em haplétipos.

Nés nédo encontramos diferengas significativas para o grupo de gendtipos da
ALAD, nem mesmo para os genétipos do VDR. Porém, as principais descobertas
foram que o grupo de haplétipos H8 do VDR (f, a, b) estdo associados as mais
baixas concentragbes de Pb no Soro e na raz&o Pb-Soro/Pb-Sangue Total.
Esses resultados sugerem que esse grupo de gestantes, mesmo expostas as
mesmas concentragcdes de Pb, acumula e/ou reabsorvem menos Pb que os
grupos com outros haplétipos. Além disso, € importante ressaltar que analisando
apenas a concentracdo de Pb no sangue total, ndo seria possivel chegar a essa

concluséao.
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Pregnant women constitute a group of subjects particularly susceptible to toxic
effects due to exposure to lead (Pb). Lead is a heavy metal which accumulates in
bone tissues and has a behavior that is similar to calcium, thus explaining its
toxicity. In particular, the increase in bone resorption processes that take place
during pregnancy cause lead migration into the maternal plasma. As a result,
lead transference to the fetus may take place even years after the mother's last

exposure.

During maternal exposure, most (99%) of the absorbed lead (here referred to as
Pb-Blood) remains associated to & - aminolevulinic acid dehydratase within
erytrocytes. The remaining (2% to 10%, here referred to as Pb-Plasma) lead
remains free and is eventually deposited - and accumulated - in the bone tissues
(teeth and bones). The Pb-Blood and Pb-Plasma are naturally correlated,
but the correlation is not well understood, making it essential to measure both
quantities in studies aimed at clarifying these processes. Also of crucial importance
are genetic factors, with some genes such as ALAD and VDR been associated
with Pb-Blood and Pb-Plasma concentrations. The dynamics of lead migration
during pregnancy also plays a major role in the process and therefore must also be
considered. Even after the mother's exposure has ceased, lead remains
accumulated in the teeth and bones for many years and is mobilized by processes
of bone resorption such as those taking place during pregnancy. Is there a group of
pregnant women, according to genotypes, that is more prone to higher or lower
Pb concentations in plasma? Is that group more exposed to Pb due to greater

Pb absorption or reabsorption through bone remodeling?

To address these questions, this study focused on the measurement of Pb-Blood
and Pb-Serum (the same of plasma) and on genetic susceptibility of pregnant

women.

We found no significant differences among different ALAD or VDR genotype
groups. However, the main findings reported here are that haplotype

H8 of VDR (f, a, b) is associated with lower Pb-Serum concentration and lower
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Pb-Serum/Pb-Blood ratios. Therefore, pregnant women with this haplotype have
lower Pb-serum, even when exposed to the same Pb-Blood concentrations.
Interestingly, we would not have make this conclusion by assessing only Pb-Blood

concentrations.
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1.1- O Chumbo na histodria e sua mais recente historia no Brasil

O chumbo (Pb) € um metal pesado que existia em concentragbes muito
pequenas na natureza até que o homem deu inicio a extragdo dos metais
(5000 a.C. a 1500 a.C, aproximadamente)[4]. O chumbo é altamente maleavel e
possui ponto de fusdo relativamente baixo (em torno de 327°C), o que o
transformou no metal mais utilizado na fabricacdo de armas e ferramentas da
época. Ha relatos que a corrida pela extracdo do metal comegou em 3000 a.C
pelos chineses e em 2000 a.C os fenicios ja o exploravam proximo da Espanha.
No século V a.C. os romanos fizeram uma exploracédo extensiva dos depdsitos de
chumbo em toda a Peninsula Ibérica e o metal foi amplamente utilizado na época

do Império[5].

Durante o Império Romano, houve um aumento da concentracéo do
metal na crosta terrestre. Nessa época, o chumbo era tdo fundamental para a
sociedade romana, que descricdes sobre a invasdo do norte da Europa pelos
romanos teria também o objetivo de conseguir mais fontes de minério de chumbo
(a galena), muito comum na Gra-Bretanha[5-7]. A presenca de chumbo, tanto nas
soldas dos encanamentos, como nos recipientes onde se fabricavam e
armazenavam o vinho, culminava na contaminagcdo da agua consumida pela

populacdo, e do vinho consumido pelos imperadores da época[8].

O periodo seguinte de aumento das concentragbes de chumbo na
natureza foi durante a Revolugdo Industrial Européia nos séculos XVIII e XIX,
devido a sua aplicagdo em varios processos industriais. Por volta de 1919, houve
uma médica patologista que levantou a questdo sobre a intoxicagdo de
trabalhadores que inalavam poeiras contendo chumbo. Doutora Alice Hamilton foi
a pioneira a enfocar os problemas de saude do trabalhador sob um angulo
meédico-epidemioldgico[6]. No entanto, em 1923, com o advento da industria
automobilistica e contra as recomendagdes de Hamilton, compostos organicos de
chumbo (chumbo tetraetila) foram introduzidos como aditivo da gasolina,
0 que contribuiu de forma consideravel para mais um pico da concentracdo no

ambiente[9].
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Nos paises desenvolvidos, como os Estados Unidos, a retirada do
chumbo da gasolina comegou no final da década de 70[10, 11]. A fase de
substituicdo do chumbo da gasolina pelo alcool etilico englobou politicas
energéticas, industriais e sociais. Essas modificagdes atingiram também o meio
ambiente por levar a uma reducdo do chumbo emitido pela combustdo dos
combustiveis. Houve uma reducdo de cerca de 77% as altas concentracbes de
chumbo em criangas nascidas entre 1976 e 1991[9, 12] (figura 1).

Além da gasolina, outras fontes também contribuiram para o aumento
da exposigdo ao chumbo, como o uso do metal em tintas, soldas, fabricacéo de
acumuladores, pigmentos e em alguns processos na industia civil[13].
Varios desses processos ainda representam fonte de exposicdo. Um exemplo é o
uso do chumbo nas tintas. Embora tenha sido proibido, ainda existem casas que
foram pintadas com tintas contaminadas e quando sdo demolidas ou reformadas,

reprentam mais uma fonte de exposi¢cao especialmente para as criangas.

A contribuicdo do Brasil na producdo e emissido do metal para o meio
ambiente é pequena, somos produtores de cerca de 0,003% da producdo mundial
com fabricantes de baterias, Oxidos e pigmentos e setores elétricos e
eletrbnicos[10]. Porém, entre 1960 e 1993 houve um fato de grande impacto para
0 meio ambiente e para a saude humana. Uma fundicdo de chumbo poluiu a
cidade de Santo Amaro da Purificagdo, no estado da Bahia, contaminando os
trabalhadores, seus filhos e moradores de regides préximas a usina[14, 15].
A industria produzia ligas de chumbo a partir do minério das minas, utilizando um
processo metalurgico que resultou no langamento para atmosfera de subprodutos
indesejaveis, além de gerar e dispor no solo, ao longo de trés décadas, cerca de
500.000 toneladas de escéria, onde predominava metais pesados, como chumbo.
A populagdo ainda trouxe essas escorias para as casas, dispondo-as nas ruas
como forma de aterro. Essa tem sido uma das principais formas de exposicédo a
contaminagao, em razao do contato direto das criancas. Atualmente, mesmo com
a retirada da industria, a populagédo ainda apresenta altos indices de chumbo no

sangue. A populacao vem sofrendo ha mais de 30 anos com as consequéncias da
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poluicao e contaminacgao por chumbo em nivel endémico. Os sintomas associados
a contaminagdo sao diversos como, problemas auditivos, indisposicoes,
sonoléncia, cansacgo, dores articulares, problemas respiratérios, complicacboes
pulmonares, renais, cardiovasculares, musculo-esquelético, do sistema nervoso,
perda de memoria e dificuldade de aprendizagem por perda do desenvolvimento

neurocognitivo[15].

Um outro relato ocorreu em Bauru, estado de Sdo Paulo. Em 2002,
uma industria de acumuladores foi interditada devido a emissao de particulas de
chumbo para o meio ambiente acima do permitido, segundo normas da Secretaria
do Meio Ambiente do Estado de Sao Paulo. Foram detectados dejetos contendo
sal de o6xido de chumbo e sulfato de chumbo na poeira e no solo.
Havia contaminacdo no sangue de 50 criangas, em um total de 79 amostras
analisadas[10]. A contaminagao foi constatada na regido vizinha a metalurgica.
Nesses exames, a quantidade de chumbo no sangue foi superior a 10ug/dL,
o maximo permitido pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)[10]. A populagéo
de Bauru foi estudada por nosso grupo, onde encontramos concentragdes médias
de chumbo no sangue em torno de 7,3ug/dL e concentragdes médias de chumbo
no plasma em torno de 0,53ug/L[16, 17]. Esses valores indicam contaminacgao

recente e tardia.

Outra evidéncia de contaminacédo no Brasil, também demonstrada por
nosso grupo de trabalho, foi a deteccdo de concentragdes relativamente altas de
chumbo acumulado nos dentes na regido de Ribeirdo Preto. Esses dados
demonstram que no Brasil as criangas podem estar expostas a concentracoes
altas de chumbo em alguns ambientes, particularmente em regides

industrializadas de cidades[18].
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Figura 1- Retirada do chumbo da gasolina e consequente queda na concentragao
sanguinea do metal em criangas, no decorrer das décadas de 70 e
80[12].

1.2- Toxicocinética do chumbo

A cinética do chumbo ainda nao foi completamente esclarecida, mas o

que se conhece até o momento esclarece alguns aspectos da toxicidade do metal.

A figura 2 mostra um modelo proposto por Rabinowitz e
colaboradores[2]. O contato com o metal se da principalmente através das vias
respiratéria e gastrointestinal. Uma vez absorvido, cerca de 99% do metal
permanece ligado aos eritrécitos por aproximadamente 30-35 dias e num prazo de
4 a 6 semanas estara disperso nos tecidos moles como o figado, rins, pulméo e
sistema nervoso[2, 9]. O chumbo possui alta afinidade pelo acido

d-aminolevulinico desidratase (ALAD), uma enzima eritrocitaria dependente de
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zinco (Zn), que esta envolvida no processo de sintese do grupamento heme.
O acido aminolevulinico (ALA) é um dos indicadores de exposigdo ao metal,
pois 0 chumbo com a capacidade de deslocar o Zn de sua estrutura leva a inibicdo
enzimatica. Além da ALAD, o chumbo também inibe outras duas enzimas
envolvidas nesse processo: a coproporfirinogénio oxidase e a ferroquelatase.

Desta forma, um dos efeitos da intoxicagédo pelo chumbo é a anemia[19] (figura 3).

Enquanto o chumbo esta ligado a ALAD no eritrocito, uma pequena
fragdo do metal (cerca de 1% do sangue total) fica livre no plasma e disponivel
para atravessar as membranas bioldgicas[20]. As concentragdes plasmaticas de
chumbo s&o muito pequenas, comparadas as concentragbes de chumbo no
sangue total, porém, € o melhor parametro para se avaliar concentragées do metal

no organismo.

Por se tratar de um metal estranho ao organismo, o chumbo é
complexado por macromoléculas sendo absorvido, distribuido e pouco excretado.
Varios fatores podem alterar a absorgao, a distribuicdo e o depdsito do metal no
organismo. A absorgdo pelo trato gastrointestinal pode ser alterada por baixas
ingestdes de calcio ou ferro na dieta, o que leva a um aumento na absor¢ao do
chumbo. O mesmo € verdadeiro para uma alimentacao deficiente em fésforo e

proteinas[21].

A excregcao do chumbo é pequena pelo fato de se acumular no
organismo. O pouco que é excretado se da principalmente através da excregao

renal e a gastrointestinal[21].
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Figura 2- Modelo da toxicocinética do chumbo proposto por Rabinowitz e col.[2].
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Figura 3- Desenho esquematico da biossintese do heme, indicando as enzimas

inibidas pelo chumbo.

1.3- O chumbo nos estoques ésseos

O chumbo e o calcio possuem similaridades quimicas. Essa é a razao

pela qual o metal se acumula nos tecidos que sao mais ricos em calcio[22].

A fracao livre do chumbo representa a fragcao disponivel para atravessar
as membranas bioldgicas. E essa fracdo que distribui o metal para os tecidos,
promovendo os efeitos deletérios, mas grande parte se desloca especialmente
para 0s o0ssos onde podera ficar alojado por diversos anos,

segundo Rabinowitz[2]. O termo “estoque” pode ndo ser adequado para se referir
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as concentracbes do metal nos ossos. O termo correto seria “tempo de
residéncia’. Isso porque, o tecido 6sseo pode remodelar durante a vida,

especialmente durante fases como infancia, gravidez, lactagdo e menopausal23].

E importante ressaltar que concentracdes do metal no sangue refletem
exposigdes recentes, uma vez que a meia vida do metal € de apenas 30-35 dias.
O chumbo residente nos ossos, quando remodelados, retorna a circulagio,
indo preferencialmente para o plasma. Existe uma associacdo das variagdes do
metal nos ossos com variacbes das concentracbes plasmaticas de chumbo,
sem variar de forma significativa as concentragées do chumbo no sangue[24].
Desta forma sugere-se que a fracao plasmatica reflete o metal que esta sendo
remodelado dos ossos referindo-se a exposi¢coes passadas. Este € um parametro
mais adequado para avaliagdo das concentragdes de chumbo no organismo.
Atualmente, a toxicidade do chumbo é medida através das concentragcbes do
metal no sangue total. O CDC (Center for Disease Control and Prevention),
em 1991 determinou a concentragdo de 10ug/dL como sendo a concentragao de
intervencdo para criangas e gravidas. Porém, ainda n&o existe um valor de
referéncia para concentragcbes plasmaticas de chumbo. O que se sabe até o
momento € que concentragdes cada vez menores do metal no sangue total vém

sendo associadas a diversos danos a saude[25][26].

1.4- Toxicidade do chumbo

A toxicidade do chumbo se deve principalmente aos seus efeitos sobre

a ALAD e seus efeitos sobre os mecanismos que envolvem o calcio[9].

Conforme mencionado anteriormente, o chumbo pode causar anemia

por inibir a sintese do grupamento heme da hemoglobina (figura 3).

Os efeitos sobre a ALAD levam ao aumento da concentragcdo do
substrato ALA (acido aminolevulinico) que € altamente neurotoxico.

ALA é o precursor do heme que se acumula no organismo, resultado de algumas
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doengas como a Porfiria Aguda Intermitente e intoxicagdo por chumbo.
Essa molécula atravessa as barreiras das membranas celulares. O mecanismo
através do qual a toxicidade ocorre ainda néo esta claro, mas a ALA tem mostrado
afetar os sistemas glutamaérgico (um dos mais abundantes do sistema nervoso
central, onde o agonista é o glutamato) e GABAérgico, inibindo as atividades da
Na/K AtPase e adenilato ciclases[27]. O resultado envolve manifestagdes clinicas
em nivel de sistema nervoso periférico e central[28]. O acumulo de ALA também
leva a danos na membrana celular através da formacdo de EROs
(espécies reativas de oxigénio) como hidroperoxidos, oxigénio singleto e peréxido
de hidrogénio. Além disso, ainda promove a deplegdo do sistema antioxidante,

que é o sistema de defesa contra essas EROs[9, 29].

O chumbo possui uma forte afinidade pelo grupo sulfidrilico (SH) do
aminoacido cisteina. A ligagdo com os grupos sulfidrilicos resulta na deplegao da
glutationa. A glutationa é constituida de glutamato, cisteina e glicina e possui
atividade quimica através do grupo SH. Apresenta-se normalmente na forma
reduzida, porém, pode oxidar-se formando pontes dissulfeto entre duas moléculas.
Possui um papel muito importante como antioxidante, pois sequestra radicais
livres além de ser um dos substratos responsaveis pelo metabolismo de
conjugagao de drogas e toxinas especificas no figado[9, 30]. O chumbo pode

interagir com o grupo SH dessa molécula, prejudicando sua fungao[31].

Durante a gravidez, além dos efeitos da ALA sobre o sistema nervoso
do feto (fase esta altamente vulneravel), a toxicidade do chumbo também esta
ligada ao metabolismo do calcio. Como ha uma extensa variabilidade de
processos que sdo dependentes de calcio nessa fase, tem-se uma idéia dos

prejuizos gerados pelo metal.
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1.4.1- Toxicidade do Pb na gravidez: os efeitos para a criangca na primeira

infancia

Um dos nutrientes mais essenciais para o crescimento do feto € o
célcio. Como o chumbo consegue ocupar suas rotas, fica claro que a placenta ndo
restringe sua entrada para o feto e este, por sua vez, o incorpora como se
estivesse incorporando o calcio. Assim, os niveis de Pb no corddo umbilical estdo

correlacionados com os niveis maternos[32].

A vida no utero pode ser o periodo mais vulneravel a intoxicacdo pelo
Pb. A placenta é permeavel ao metal e a transferéncia se da especialmente no
ultimo trimestre da gravidez. A placenta geralmente é descrita como uma interface
entre o organismo materno e o ambiente onde o feto se desenvolve.
Substancias atravessam a placenta por mecanismos de transporte que nosso
organismo se dispdem: transporte ativo, pinocitose e difusdo simples. A principal
fungao é proporcionar os nutrientes adequados para que o feto se desenvolva sem
prejuizos. A placenta tem mecanismos que aumentam o transporte daquelas

substancias que sdo necessarias e restringem aquelas que séo prejudiciais[33].

O chumbo interfere na fungcdo neurotransmissora no sistema nervoso
central bloqueando a entrada de calcio nas terminacdes nervosas[34]. Além disso,
o metal interfere no sistema catecolaminérgico e induzindo alteragdes em enzimas
como etanolamina-N-metiltransferase e colina acetiltransferase[35]. O chumbo
também modifica a captacdo mitocondrial provocando a diminuicdo da producao

de energia, prejudicando o funcionamento da bomba de calcio e s6dio[34].

Toda essa dinamica ainda ndo esta esclarecida como esta claro as
consequéncias dessa exposi¢cdo. Varios trabalhos ja demonstraram que a
exposicao materna pode causar sérios danos para o desenvolvimento intelectual
da crianga logo na primeira infancia[9, 33, 34, 36, 39]. Num estudo em criancas
em idade pré-escolar que estiveram expostas a niveis moderados de chumbo
(superiores a 20ppm na dentina) verificou-se que a desisténcia no ensino

secundario era sete vezes maior e verificando-se uma capacidade para a leitura

Introdugéo
46



seis vezes menor do que criangas expostas a niveis mais baixos.
Criangas expostas a niveis mais elevados também demonstravam problemas de
atencao, falta de vocabulario e dificuldades gramaticais. Um outro estudo verificou
que criancas 2 a 3 anos mais velhas do que as anteriores e com niveis
sanguineos de chumbo superiores a 15ug/dL tinham maior tendéncia para
apresentarem problemas de sono, eram cinco vezes mais agressivas,
quatro vezes mais destrutivas e duas vezes e meia mais propensas a problemas

somaticos do que criangas com niveis inferiores a 15ug/dL[40].

1.5- A importancia do estudo do chumbo no plasma e/ou soro e fracao
plasmatica (Pb-Plasma ou soro/Pb-Sangue Total)

A recomendacéo do CDC, nos Estados Unidos (Centro para Controle e
Prevengdo de Doengas) para o diagnostico de exposicdo ao chumbo é a
determinacao do metal no sangue total. Concentragdes de até 10ug/dL de chumbo
no sangue (Pb-Sangue Total) sdo consideradas como niveis de intervengao[41].
No entanto, nos utlimos anos, essas recomendagdes tém sido revistas.
Estudos epidemiolégicos vém demonstrando associagbes inversas entre
concentragcdes de chumbo no sangue inferiores a 10ug/dL a déficits de atencao e
diminuicdo do QI em criangas na idade escolar[42, 43]. A maioria desses estudos

tem como parametro, concentragdes sanguineas de chumbo.

A cinética do chumbo tem um papel importante a ser considerado.
A meia vida no sangue é de 35 dias, indo preferencialmente se alojar nos tecidos
0sseos, onde pode permanecer por diversoso anos. Durante o remodelamento
0sseo0 que ocorre, por exemplo, na gravidez, esses estoques Vvao
preferencialmente para o plasma, alterando essa fragdo de modo independente do
sangue total. Sendo assim, a dosagem do chumbo no sangue reflete exposigcao
recente e o plasma, quando ha remodelamento 6sseo, exposi¢cdes passadas
[2, 20].

Introdugéo
47



A figura 4 mostra de maneira didatica que analisando apenas as
concentragbes de chumbo no sangue na gravidez, muitas vezes, ndo temos idéia
das fragbes plasmaticas aumentadas devido ao remodelamento &sseo[24].
Na figura, sdo descritas as concentragdes do chumbo no sangue e plasma de
duas mulheres, sendo que uma delas esta gravida. As concentragées do metal no
sangue sao equivalentes, mas devido ao remodelamento ésseo, a gravida
apresenta uma fragdo plasmatica maior que a n&o gravida. Além disso,
€ o metal livre no plasma que atravessa a placenta e contamina o feto.

Dessa forma, fica claro a importancia de se avaliar essa fragao durante a gravidez.

Pb-Plasma: Pb-P
0,1 JdL -Flasma.:
e 0,3 pg/dL
7 Y [ ] \
[
° [
Plasma /- Plasma
[ ] ° °
L | o o Pb-Sangue ° ° > Pb-Sangue
° Total:4,06ug/dL ¥ S o ° Total:4,18ug/dL
[}
(]
LA ® [ ]
[ ]
[ ]
[ ] ° ) [} )
\4 10ug/dL \‘

10pg/dL

N&o gravida Gravida
Hematocrito:40% Hematocrito:40%

Figura 4- Exemplo hipotético ilustrando a importancia de se avaliar a fragcao
plasmatica de chumbo na gravidez. Nessa fase, a fragdo plasmatica
pode triplicar sem aumentar de forma significativa a concentragdo do

chumbo nos eritrocitos[24].
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Entretanto, existe mais um fator importante que deve ser considerado
nesse processo. Alguns genes estdo associados a cinética do chumbo e podem
alterar a susceptibilidade de cada individuo por apresentarem polimorfismos

genéticos[3].

Apesar das medidas tomadas no sentido de proteger um individuo dos
efeitos nocivos do metal, muitas vezes ele pode ndo estar completamente
protegido. Atualmente, além dos estudos sobre a cinética e dinamica do chumbo,

ha uma nova area surgindo: a Toxicogenética.

1.6- Toxicogenética: uma nova abordagem para o estudo de elementos

toxicos como o chumbo

As diferencas na expressédo de varios genes entre populagdes e entre
individuos de uma populagao podem ser delineadas pelo estudo de polimorfismos
genéticos, os quais podem afetar fungbes protéicas. Isso pode determinar uma
maior ou menor susceptibilidade de individuos ou grupos populacionais quanto ao
desenvolvimento de determinadas doencas apd0s a exposigdo a um agente

toxicologico[44].

Dizemos que um gene é polimoérfico quando variagbes especificas da
sequéncia de bases do gene s&o encontradas com frequéncia minima de 1% em
uma populagdo. Por exemplo, polimorfismos genéticos podem ocorrer pela
substituicdo de uma base C-T (citosina por timina) em regides do gene que
codificam aminoacidos (exons), podendo causar uma correspondente substituicdo
de um aminoacido por outro, podendo alterar a estrutura e/ou fungao da proteina
correspondente. Alguns polimorfismos desse tipo sdo chamados de SNPs e séo
0s mais comuns[44]. A andlise de polimorfismos em estudos de exposi¢ao a
toxinas ambientais tem tido sua importancia, pois muitas vezes pessoas com
diferentes “backgrounds” genéticos apresentam variagdes nas concentragbes de

chumbo no sangue e em diferentes tecidos. Conhecer a base genética e sua
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relevancia para a exposi¢gao ao chumbo é importante tanto para saber se aquela
populacdo tem um risco “aumentado” de exposicado, ou para ver se, pela presenca
de um ou outro polimorfismo podera trazer consequéncias para os niveis de

chumbo encontrados nos tecidos ou fluidos bioldgicos.

A busca de fatores genéticos associados a cinética do chumbo levou ao
estudo dos genes do Acido &-aminolevulinico desidratase (ALAD) e do receptor da
vitamina D (VDR)[3].

1.7- Polimorfismos ALAD e contaminacao por chumbo

A enzima ALAD, a qual o chumbo se liga com grande afinidade,
€ uma metaloenzima composta de oito subunidades idénticas e oito atomos de
zinco, que séo essenciais a atividade enzimatica (figura 5)[45]. Como o chumbo
desloca o Zn, a atividade da ALAD ¢ inibida[46]. Diversas duvidas surgiram sobre
o local onde o chumbo de fato se ligava no eritrécito. Sabia-se que cerca de 90% a
99,0% do metal estavam ligados a membrana dos eritrocitos e as fragdes
protéicas. Até o inicio da década de 90, acreditava-se que a hemoglobina era
principal proteina a que o chumbo se ligava, além de outras proteinas de baixo
peso molecular nos eritrocitos. Entretanto, Bergdahl e colaboradores[47]
concluiram que o chumbo se ligava ao acido &-aminolevulinico desidratase
(ALAD), sugerindo que o conceito de que o Pb se ligava primeiramente a

hemoglobina deveria ser revisto[48].

A enzima ALAD é codificada por um gene localizado no cromossomo
9934. Esse gene possui varios polimorfismos ao longo de sua extenséo,
mas existe um que tem sido bastante estudado e especialmente citado por
modificar a susceptibilidade individual a toxicidade do chumbo[46]. Na regido
compreendida entre o intron 3 e o éxon 4 (figura 5), ocorre o polimorfismo,
especificamente na posigao 177. Esta posigao possui o nucleotideo “G” (Guanina),

que é substituido por “C” (citosina) no alelo polimorfico. Esta substituigao altera o
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cdédon comum “AAG”, para o cédon mais raro “AAC”, que substitui o0 aminoacido
lisina (AAG) por asparagina (AAC), na posi¢cao 59 da proteina ALAD (K59N).
Esse polimorfismo € identificado como: G177C. Esse polimorfismo resulta em

2 alelos: ALAD 1 e ALAD 2 e sao reconhecidos pela enzima de restricdo Mspl.

O cDNA do gene da ALAD foi clonado por Wetmur e colaboradores[49].
O alelo ALAD2, que é o menos frequente, ocorre de entre 5 a 20% de populagdes
caucasianas e mais raramente em populagcdes de descendentes africanos e
asiaticos[50, 51]. A expressao destes gendtipos (ALAD 1-1, 1-2, e 2-2) resulta em
trés formas distintas de enzimas. Os gendtipos sao identificados pela técnica de
eletroforese[50]. A expressdo da ALAD2 resulta em uma enzima com a carga
elétrica alterada, levando a uma afinidade maior pelo chumbo do que nos
individuos ALAD1. Assim, o aminoacido lisina, eletricamente positivo (+) é
substituido devido ao polimorfismo (G por C) pelo aminoacido asparagina,
eletricamente neutro. Como o Pb possui carga positiva, a ALAD mais
eletronegativa apresenta maior afinidade pelo metal. Foi a partir dessa idéia que
surgiram os primeiros estudos sobre susceptibilidade individual a intoxicagéo pelo

chumbo.
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EXON 4

Mspl  Mspl  Mspl Mspl

< | | 916pb | produto de PCR
Mspl Mspl
| 582pb
| > | ALAD 1
Mspl
| S11PR | ALAD 2
Mspl

Figura 5- Analise molecular esquematica dos alelos da ALAD humana (ALADT e
ALAD?2). Mapa de restrigdo Mspl de um fragmento do gene da ALAD,
mostrando sequéncias exbnicas (caixas solidas) e intrbnicas
(linha sdlida); seguintes: produto de PCR amplificado com
916 nucleotideos; produto amplificado digerido com Mspl, resultando
em 582 ou 511 nucleotideos (ALAD1 e ALADZ2, respectivamente)[52].

1.8- Polimorfismos VDR e contaminacao por chumbo

O estudo de genes relacionados ao processo de remodelamento 6sseo
na gravidez deve ser considerado. A vitamina D atua como potente regulador do
metabolismo 6sseo. As duas principais formas da Vitamina D s&o: Colecalciferol
ou Vitamina D3, que é formada na pele apds exposicdo aos raios UV,
e Ergocalciferol ou Vitamina D2, que é obtida através dos alimentos[53].
Embora diferengas estruturais existam entre as duas formas de Vitamina D,
elas seguem a mesma via metabodlica, sendo hidroxiladas no figado e
posteriormente nos rins, local onde sao finalmente ativadas. A forma ativa da
Vitamina D é 1a 25 (OH),D3; e exerce seus efeitos no organismo através da
ligagdo a um receptor nuclear especifico presente em diversos tecidos,

o Receptor da vitamina D (VDR)[53]. Essa interagdo promove um aumento na
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concentracao fisioldgica de calcio por dois mecanismos: aumentado a absorgéo de
calcio pelo intestino e promovendo a expressdo de proteinas carregadoras de

calcio como a calbidin.

A clonagem desse receptor mostrou que se trata de um membro da
superfamilia dos receptores nucleares e, assim como 0s receptores esterodides,
sdo ativados por ligantes especificos[54]. Dessa forma, o metabdlito ativo da
Vitamina D, as enzimas responsaveis pela sua ativacdo e o VDR formam o
sistema enddocrino da Vitamina D (figura 7). Esse sistema esta diretamente
relacionado ao metabolismo 6sseo. Como o chumbo possui semelhanca
bioquimica com o calcio, acredita-se que tanto a absorgdo quanto a reabsorg¢ao do

chumbo sé&o regidos pelo sistema endocrino da vitamina D.

Sabe-se que fatores genéticos podem influenciar o turnover e a
densidade 6ssea. Por esse motivo, alteragdes genéticas no receptor da vitamina D

(VDR) também tém sido associadas a diferentes concentragdes de Pb no sangue.

NN Colecalciferol @W
o, e
pele

L

W 25 OH D (25-hidroxilase)

Avitamina D e 0 PTH agem sobre
05 osteohlastos, gue possuem
receptores especificos para esses
horménios (vDRY), fazendo-os emitir

ao0s ogtenclastos a informagio de
gue & necessario iniciar o processa _hi &
de reahsorgao 1,25 OHE D3 (1"1 mmmm)

(otestoe )

TCa2+

Figura 6- Ativacao da Vitamina D e sua importancia no processo de absorgao de

calcio no intestino e reabsor¢géo nos 0ssos[55].
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O VDR situa-se no cromossomo 12 e possui cerca de 100kb e uma
extensa regido promotora capaz de gerar multiplas transcrigdes tecido-especificas.
Cerca de 100 polimorfismos sdo esperados ao longo desse gene, no entanto,
apenas alguns sao conhecidos e estudados (figura 8). Dentre eles encontram-se
aqueles que sdo reconhecidos pelas enzimas de restricdo: Bsml, Apal e Fokl,
recebendo essa denominagao[56]. Polimorfismos VDR ja foram associados a
diversas doencgas[57] e também a diferentes concentragées de Pb no sangue e

plasma de individuos expostos[16, 58, 59].

i I{—I HH—H

UTR
B:CTACCTC
b: CTGCCTC
F: GGACG
f- GGATG BB /Bb /bb Apal
FF/ Ff / ff A:GTGCCC
Bsml a:GGGCCC
Fokl AA/Aa/aa

Figura 7- Estrutura gendmica do VDR e posicdo de alguns polimorfismos

conhecidos (modificado de Uitterlinden A. e col[56]).

O polimorfismo Bsml (rs1544410) situa-se no intron 8 e é caracterizado
pela substituicdo de um nucleotideo A por G (adenina por guanina)[60]. No mesmo
intron 8, localiza-se o outro polimorfismo, Apal (rs7975232) que se caracteriza
pela substituicdo de uma T por G (timina por guanina). Ja o polimorfismo Fokl/
(rs10735810) localiza-se em uma regido funcional, o exon 2, onde ha a
substituicdo de uma C por T(citosina por timina). Estes trés polimorfismos foram
genotipados e analisados nos individuos incluidos nesse estudo através da

técnica de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism).
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No caso do polimorfismo da Fokl, individuos com o alelo C (designados
por F) iniciam a transcricdo no segundo sitio ATG e ndo possuem o0s
trés aminoacidos NH2 terminal em toda extensdo da proteina VDR, ou seja,
a proteina é mais curta em trés aminoacidos (forma M2, individuos FF).
A auséncia do sitio polimérfico Fokl indica que a tradugéo da proteina foi iniciada
no primeiro sitio ATG e portanto, os individuos portadores desse gendtipo (ff)
sintetizam uma proteina em toda sua extensdo, com 427 aminoacidos
(forma M1)[61]. Essa diferengca estrutural pode alterar a funcdo do VDR e
consequentemente alterar o processo de remodelamento 6sseo. Ha evidéncias
que o alelo f, mais longo, pode ser menos ativo que a forma mais curta.

Dos trés SNPs aqui estudados, apenas este possui uma funcionalidade.

No entanto, os polimorfismos Bsml e Apal, embora situados em regides
intrbnicas, foram avaliados por diversos estudos de associagdo demonstrando a
influencia destes polimorfismos sobre diversas doencas[62-67]. Entretanto,
os resultados obtidos nos varios estudos de associacbes para um mesmo
polimorfismo ndo sado conclusivos. Uma possivel causa destas inconsisténcias
seria decorrente do fato de que na maioria destes estudos, ndo é levado em
consideragao que os SNPs ndo sdo independentes um dos outros. Na verdade,
SNPs que estédo fisicamente préximos no DNA sdo geralmente herdados juntos,
ou seja, quando uma nova mutagdo ocorre numa posicdo do genoma ela é
transmitida para a préxima geragdo, juntamente com outros variantes de
loci proximos. O bloco de alelos co-herdados é chamado de haplétipo.
Este fendmeno é chamado de desequilibrio de ligagdo (DL), sendo que quanto
menor a distancia entre os variantes, menor a probabilidade de sofrerem

recombinagao, portanto maior é o desequilibrio de ligagao[68, 69].

Atualmente, acredita-se que a analise simultdnea de um conjunto de
polimorfismos numa dada regido do gene - haplétipo - seja mais informativa do

que a analise individual de cada polimorfismo.
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1.9- Estudo de haplétipos

Haplétipos sdo combinagdes de alelos de diferentes marcadores
genéticos presentes ao longo de um mesmo cromossomo e consequentemente
herdados em unidade. Mostra-se de grande importancia, pois podem fornecer
informacdes sobre recombinacdo do DNA em um cromossomo[68], quando os
polimorfismos estdo presentes no mesmo cromossomo. No caso do nosso estudo,
foi necessario a utilizagdo de uma ferramenta estatistica para estimar o grupo de

hapldtipos, uma vez que ndo temos os pais das gestantes em estudo[70].

O Projeto HapMap € um projeto internacional de mapas de
haplétipos[69, 71]. Ao longo dos 6 anos de existéncia tem sido uma ferramenta
importante para o entendimento dos componentes genéticos envolvidos em
fendtipos complexos pelo estudo do desequilibrio de ligagao (DL). A extensao e
localizagdo dessas regides é base do desenvolvimento de um conjunto de SNPs
capazes de detectar associagao por alto DL. O desafio de estabelecer o HapMap
como padrao para pesquisas é questionado pela demonstracdo que a distribuicao
dos blocos haplotipicos diferem entre grupos populacionais devido a fatores

genéticos e demograficos.

A populagao brasileira possui um histérico de alta miscigenagéao,
que certamente interfere nos padrées de DL, questionando a aplicagcéo direta
desses, assim chamados, tagSNPs selecionados a partir da populagdo do

HapMap.

O primeiro objetivo deste trabalho foi avaliar distribuicdo dos
polimorfismos VDR (Bsml, Apal e Fokl) isoladamente e em haplétipos, em uma
populacdo de brancos e negros no Brasil e compara-la com a distribuicdo desses

mesmos polimorfismos na populagédo estudada e publicada no HapMap.

Além disso, considerando a afinidade do Pb pela ALAD no eritrécito e
que a fragao plasmatica representa o metal livre no plasma, sugere-se que mesmo
pequenas hemdlises ocorridas no processamento das amostras poderao modificar

a leitura do chumbo no plasma. Testar as técnicas de coleta, o uso dos
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anticoagulantes e o tempo entre a coleta e o processamento das amostras foi o

segundo objetivo dessa tese.

Finalmente, como os polimorfismos nos gene ALAD e VDR podem estar
associados a cinética do chumbo, avaliar a influéncia desses fatores sobre as
concentragcdes sanguineas e plasmaticas do metal na gravidez pode ser util na
identificacdo de uma populacdo mais susceptivel aos efeitos nocivos do metal,

mesmo em baixas concentracdes. Esse foi o foco central dessa tese.
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2- HIPOTESE
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A hipotese desse projeto é que as concentracbes sanguineas e
plasmaticas de chumbo nas gravidas possam estar modificadas pelos gendtipos
da ALAD (ALAD 1-1 e ALAD 1-2 e ALAD 2-2) e/ou VDR [Fokl( FF, Ff, ff),
Bsml(BB, Bb , bb) e APA I(AA, Aa , aa)], assim como pelos haplétipos VDR
(Fokl, Apal e Bsml).
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3- OBJETIVOS
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1- Avaliar a diferenca na distribuicao dos genétipos e haplotipos do gene
VDR entre brancos e negros da populacao brasileira e também comparar
essas frequéncias com as ja publicadas no Projeto HapMap.

1.1- Determinar os genoétipos e haplétipos VDR (Fokl, Apal, Bsml) para a
populacdo de brancos e negros e também comparar com frequéncia da

populacao branca e negra disponivel no Projeto HapMap.

2- Avaliar os procedimentos metodologicos que afetam a determinacao de
chumbo no plasma.

2.1- Avaliar a influéncia do uso ou ndo de anticoagulante, e o uso do
vacuumtainer ou catheter nas coletas sobre as concentracoes plasmaticas
de chumbo (Pb) e Ferro (Fe).

2.2- Avaliar a influéncia do tempo entre a coleta e o processamento das
amostras sobre as concentracdes plasmaticas de Pb, Fe e hemoglobina

livre.

2.3- Avaliar a influéncia de concentracées crescentes de EDTA sobre

concentragbes plasmaticas de chumbo.

3- Avaliar se os polimorfismos do gene ALAD e VDR estdao associados com
as concentracoes de chumbo no sangue e soro maternos.

3.1- Determinar as concentragdes sanguineas (Pb-SangueTotal) e plasmaticas
(Pb-S= equivalente ao plasma) de chumbo nas amostras de gestantes e
amostras de sangue dos respectivos corddes umbilicais.

3.2- Avaliar a relevancia dos polimorfismos ALAD e do VDR isoladamente
(Bsml, Apal e Fokl) e associados em haplétipos sobre as concentragbes
sanguineas e plasmaticas de chumbo nas gravidas e nas amostras de

seus respectivos corddes umbilicais.
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4- MATERIAIS E METODOS
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Para atender aos objetivos propostos neste estudo, 3 grupos de
voluntarios foram selecionados. Por questdes didaticas, cada etapa foi descrita

individualmente.

Dessa forma:
- 0 item 4.1 refere-se ao objetivo 1,
- 0 item 4.2 refere-se ao objetivo 2,

- o item 4.3 refere-se ao objetivo 3,

O primeiro grupo, atende ao objetivo de avaliar se ha diferenca na
distribuicdo dos gendtipos e hapldétipos do gene VDR entre brancos e negros da

populagao brasileira, comparado ao banco de dados do Projeto HapMap.

4.1- Selecao dos voluntarios e analise das amostras

O projeto deste estudo foi aprovado pelo Comité de ética e pesquisa da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo USP.
Todos os voluntarios adultos eram residentes na cidade de Bauru (S&o Paulo).
Foram selecionados 120 individuos que se auto classificaram como negros e
100 individuos que se auto classificaram como brancos (total de 220 individuos).
Os individuos que se auto classificaram como pardos foram excluidos.
Os voluntarios foram informados sobre a pesquisa e apds assinarem o termo de

consentimento esclarecido, as amostras de sangue foram coletadas.

As amostras de sangue venoso foram coletadas pelo sistema a vacuo
em trés tubos (6mL cada, Vacuntainer BD) para as genotipagens. As amostras
sanguineas foram alicotadas em tubos tipo eppendorf (1,5mL) e imediatamente

congelada a -80°C até a realizagao das analises.
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4.1.1- Extracdo do DNA genbémico

O DNA gendmico foi extraido do sangue total utilizando-se o método da
proteinase K de acordo com o proposto por Miller et al, 1988[72]. Em resumo,
900uL de sangue total foram lisados com 900uL de Tamp&ao Red Blood Cell Lysis
(Tris.Cl 2%, PH 7,6) e incubado a temperatura ambiente por 10 min em tubos

plasticos de 2mL (tipo eppendorf) invertendo-se ocasionalmente.

Em seguida os tubos foram centrifugados a 3000rpm por 10 min.
ApoOs descarte do sobrenadante, adicionamos 600uL de Tampdo Cell Lysis
(Tris.ClI 1%, SDS 0,1%; EDTA 0,5M - pH 8) gelado, seguido novamente de
homogeneizacgao, invertendo os tubos de 30 a 50 vezes (precipitacdo SDS).
Este processo lisa os eritrocitos, remove a hemoglobina e lisa os leucdcitos
preservando o DNA nuclear. Em seguida adicionou-se 3uL de proteinase K
(20mg/mL) e incubou-se em banho maria a 55°C, por 16h. Foi adicionado 200uL
de Acetato de Potassio (5M) e incubou-se em gelo por 5 min. Neste momento,
ocorre a formagao de um pellet de proteina. Em um novo tubo plastico de 2mL foi
adicionado o sobrenadante e 600uL de alcool isopropilico. Apds nova
centrifugagcéo a 3000rpm por 1 min foi descartado o sobrenadante e visualizado a
formacao de um ‘pellet” de DNA, que foi precipitado pela adicdo de 600uL de
etanol a 70% gelado. Apds a evaporagao do etanol a temperatura ambiente por
aproximadamente 15 min, o pellet de DNA foi ressuspenso em 50uL de TE
(Tris.ClI 1M; EDTA 0,5M - pH 7,6). A quantificacdo do DNA foi realizada pela
determinacao espectrofotométrica da concentracdo do DNA pela relacido das
absorbancias a 260 e 280nm (Rel 260/280).

4.1.2- Determinagao dos gendtipos para VDR

Foi realizada a técnica PCR-RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorfism-Polimerase Chain) para determinar os genétipos VDR (Fokl, Apal e
Bsml).
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4.1.2.1- Polimorfismo Fok/ (dbSNP ID: rs 10735810)

Foi amplificada a regido do exon 2 do gene VDR (figura 7), onde ocorre
o polimorfismo identificado pela enzima de restricdo Fok/ [73]. Para amplificar esse
fragmento foram utilizados primers 5"-GATGCCAGCTGGCCCTGGCACTG-3' e
5'- ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3. A PCR foi realizada em um
volume de 25uL de reagdo contendo 20mmol/L de cada primer, 200mmol/L de
cada dNTP, tamp&o 1x da Invitrogen Corp (10mmol/l Tris-HCI, pH 8.8,
50mmol/l KCI), 2.0mmol/l MgCl2, e 2.5U of DNA Taq polimerase (Biosystems,
Curitiba, Brazil). As condigbes da reagao foram: ciclo de pré desnaturagao a 95°C
por 5 min, seguidos de 35 ciclos a 94°C por 1 min, annealing a 69°C por 30s,
e extensao a 72°C por 30s. Finalmente, a extensao final foi conduzida a 72°C por
3 min. O produto amplificado (272bp) foi digerido com a enzima de restricdo Fokl/
(Fermentas Life Sciences, Hanover,MD) por 3h a 55°C, produzindo fragmentos de
272bp para o alelo wild-type (alelo “F”), ou 198pb e 74pb no caso da variante
polimorfica (alelo “f’). Os fragmentos foram separados através da técnica de

eletroforese em gel 8% de poliacrilamida e visualizadas com Nitrato de Prata

4.1.2.2- Polimorfismo Apal (dbSNP ID: rs 7975232)

A regiao do intron 8 foi amplificada (figura 8) onde ocorre o polimorfismo
identificado pela enzima de restrigdo Apal [74]. Foram utilizados na PCR, os
primers 5'-CAGAGCATGGACAGGGAGCAAG-3' e
5'-CAACTCCTCATGGCTGAGGTCTC- 3'. A reacao foi realizada em um volume
de 25uL, contendo 0.25mmol/L de cada primer, 200mmol/L de cada dNTP, tampao
1x da Invitrogen Corp (10mmol/l Tris-HCI, pH 8.8, 50mmol/l KCI), 2.0mmol/l
MgCI2, e 25U de DNA Taq polimerase (Biosystems, Curitiba, Brazil).
As condigdes da reagao foram: pré desnaturagao a 94°C por 5 min, seguidos de
35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 1 min, annealing a 68°C por 1 min,
e extensao a 72°C por 1 min. A extenséo final foi conduzida a 72°C por 7 min.
O produto amplificado (740pb) foi digerido com Apal (Fermentas Life Sciences,
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Hanover,MD) por 2h a 37°C, produzindo fragmentos de 740bp para o alelo
wild-type (alele “A”), ou 515pb e 225pb no caso da variante polimérfica (alelo “a”).
Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel poliacrilamida 8% e

visualizado com Nitrato de Prata.

4.1.2.3- Polimorfismo Bsml (dbSNP ID: rs 1544410)

Para amplificar o fragmento no intron 8, onde se encontra o sitio
polimarfico para Bsmli[75] foi utilizado o] par de primers
5'-CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3' e
5'-AACCAGCGGGAAGAGGTCAAGGG-3'. A reacao de PCR foi realizada em um
volume de de 25uL de reagdo contendo 0.25mmol/L de cada primer, 200mmol/L
de cada dNTP, tampdo 1x da Invitrogen Corp (10mmol/l Tris-HCIl, pH 8.8,
50mmol/l KCI), 2.0mmol/l MgCI2, e 2.5U de DNA Taq polimerase (Biosystems,
Curitiba, Brazil). As condi¢gées da reagao foram: aquecimento a 94°C por 5 min,
seguidos de 35 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 30s, annealing a 67°C por 30s
e extensao a 72°C por 1 min. O fragmento resultante 825pb foi digerido com Bsml
(New England Biolabs, Ipswich, MA) por 2h a 65°C, produzindo fragmentos de
825pb para o alelo wild-type (alelo “B”), ou 650 e 175pb no caso da variante
polimorfica (alelo “b”). Os fragmentos foram separados pela técnica de

eletroforese em gel de poliacrilamida a 8% e visualizado com Nitrato de Prata.

4.1.3- Analise dos haplétipos

Os haplétipos foram analisados usando a estatistica Bayesian baseado
no programa PHASE ver. 2.1
(http://www.stat.washington.edu/stephens/software.html)[70]para estimar a
frequéncia de haplétipos nos 2 grupos étnicos. Os possiveis haplétipos incluindo
as variantes dos 3 polimorfismos VDR (Bsml, Apal Fokl) foram: H1(ABF);
H2 (ABf); H3 (AbF); H4 (Abf); H5 (aBF); H6 (aBf); H7 (abF), and H8 (abf).
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Calculamos também através do PHASE o D' (a probabilidade maxima estimada
para o desequilibrio de ligagdo) que € uma medida padrdo de desequilibrio de
ligacdo. Os valores de D’ estimados para combinagdo de variantes foram
calculados como D'=D/Dmax, onde D=h-p-q. P e q sdo as frequéncias para as
variantes raras dos dois polimorfismos testados para a ligagdo, de forma que
p<q<0.5, e h é a frequéncia dos hapldtipos incluindo duas variantes especificas.
Quando D<0, Dmax= -p-q; quando D>0,Dmax=p (1-q). Assim, os valores de D’
variam de +1 a -1, com D’positivo indicando que as variantes raras estao
associadas e quando o D’ é negativo indica que variantes raras de um

polimorfismo esta associada a variantes comuns em outro locus do gene.

4.1.4- Analise estatistica

As distribuicdes dos gendtipos para os polimorfismos VDR foram
analisadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg usando teste chi-squared
(qui quadrado) (StatView for Windows, Cary, NC).Diferengas nas frequéncias dos
gendtipos, alelos e haplétipos entre os grupos étnicos também foram estudadas
com qui quadrado. O valor de P<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

O segundo grupo de voluntarios atende ao objetivo de avaliar os

procedimentos metodoldgicos que afetam a determinagéo de chumbo no plasma.

4.2- Selecao dos voluntarios e analise das amostras

Este estudo esta de acordo com os principios basicos e éticos da
Declaracao de Helsinki. Foram selecionados 12 individuos saudaveis, idade entre
24 e 32 anos, residentes em Ribeirdo Preto, SP, Brasil, e aparentemente nao
expostos ao chumbo. Todos foram informados sobre o objetivo da pesquisa e logo

em seguida, 6mL de sangue venoso foram coletados.
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Foram utilizados tubos livres de metal (“Metal free Vacuumtainer BD”)
com e sem anticoagulantes (heparina ou EDTA) e as técnicas de pungdo com

vacuo (tubos vacuumtainer) e pungédo sem vacuo (abocate ou catheter).

Todos materiais usados na coleta foram previamente descontaminados
com solugéo de acido nitrico a 10% e seco em capela de fluxo laminar. Essa etapa

foi realizada em sala limpa (classe 100).

O primeiro passo foi avaliar se 0 uso ou ndo de anticoagulante
(plasma de heparina ou soro, respectivamente) e a técnica com ou sem vacuo
(vacuumtainer ou Catheter, respectivamente) modificam as concentragdes

plasmaticas de Pb (chumbo) e Fe (Ferro).

Foram utilizados tubos contendo heparina e tubos sem anticoagulante e

a técnica de coleta com vacuo (vaccumtainer) e sem vacuo (catheter).

O préximo passo foi avaliar se o tempo de 0, 5 e 30 minutos entre a
coleta e o processamento das amostras modificam as concentragdes plasmaticas
de Pb (chumbo), Fe (Ferro) e Hb (Hemoglobina Livre). Esse intervalo se refere ao

tempo em que amostra foi coletada e 0 momento da centrifugagéo.

Finalmente, para avaliar a influéncia de concentragbes crescentes de
EDTA modificam as concentragdes plasmaticas de Pb (chumbo) foram
acrescentados 6, 4 e 2mL de sangue nos tubos contendo o anticoagulante EDTA.
Dessa forma, obtivemos as diluigbes de 1,0x, 1,5 e 3,0x para o anticoagulante
EDTA.

Os procedimentos seguintes a cada etapa foram: centrifugagdo a

2000rpm por 10 minutos e posterior analise do Pb no sangue e plasma.
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4.2.1- Determinacgao de chumbo e ferro em sangue e plasma (ou soro).

4.2.1.1- Instrumentacio e acessorios

Para a determinagcdo de chumbo e ferro em sangue total e plasma ou
soro foi utilizado o método proposto por Schutz e colaboradores[76]. Para tal,
foi utilizado um espectrobmetro de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICPMS) VG PlasmaQuad PQIl (VG Elemental, Winsford, Chesshire, UK) usando
nebulizador Microneb 2000 com injecao direta (CETAC Technologies, Omaha, NE,
USA). O equipamento esta localizado no Laboratoério de Toxicologia da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (USP), onde foram feitas as

determinagées de chumbo nas amostras em estudo.

Reagentes e solucoes

Agua deionizada de alta pureza (resistividade 18,2M Q.cm) obtida pelo
sistema Milli-Q (Millipore®) foi utilizada em todo o trabalho. Acido nitrico foi
destilado em temperatura inferior a de ebulicdo, empregando-se destilador de

quartzo da Kurner Analysentechnik para eliminagao de impurezas.

Todas as solugdes foram armazenadas em frascos de polietileno.
Frascos de plastico, copos do autoamostrador, ponteiras e materiais de vidro
foram mergulhados em solug&o contendo 10% v/v HNO3 por 24h, lavados 5 vezes
com agua Milli-Q e secos em capela de fluxo laminar classe 100. Todas as
operagdes para preparo das solugdes de referéncia de chumbo foram realizadas
em sala limpa classe 100, no Laboratdrio de Toxicologia da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (USP).

Foi utilizada uma solugdo estoque de Pb contendo 1,Og.L'1Pb
(Perkin-Elmer, Inc.) padronizada pela “National Institute of Standards and

Technology” (NIST). Para a determinagdo de chumbo em sangue total, solugdes
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de referéncia de Pb em concentragdes de 0,0; 25,0; 50,0 e 100,0pg.L'1Pb foram
preparadas pela diluicdo 1+9 com solucédo contendo 0,2 % v/v HNO3; + 0,5 % v/v

Triton X-100 de solugdes estoque intermediarias.

Para a determinagdo de chumbo em soro sanguineo, solugdes de
referéncia de Pb em concentragdes de 0,0; 25,0; 50,0pg.L'1Pb foram preparadas
em solugcdo contendo aménia, EDTA e Triton X-100. As amostras foram
adicionados 1,0mg.L™" ?®Pb. A quantidade de isétopos adicionada as amostras e o
procedimento de medida foram ajustados para prover resultados analiticos

precisos, calculados pela raz&o isotdpica °°Pb/ 2°®Pb.

4.2 .1.2- Materiais de referéncia para controle dos resultados de chumbo

Materiais de referéncia certificados de sangue provenientes da National
Institute of Standards and Technology (NIST) nos Estados Unidos e materiais de
referéncia de sangue provenientes do Departamento de Saude Publica do Estado
de Nova lorque, nos Estados Unidos, contendo chumbo foram analisados
previamente e posteriormente a analise de um grupo de 20 amostras das usadas

no estudo, para controle dos resultados obtidos.

Materiais de referéncia de soro humano, provenientes da Seronorm
(Seronorm Trace Elements Serum, Oslo, Noruega) contendo chumbo foram
analisados previamente e posteriormente a analise de um grupo de 20 amostras

das usadas no estudo, para controle dos resultados obtidos.

4.2.2- Dosagem de Hemoglobina livre (Hb)

Para a dosagem de Hb livre no plasma foi utilizado o kit “Plasma
Hemoglobin” (SIGMA DIAGNOSTICS), uma reacao colorimétrica. A reacdo se

baseia na acao catalitica da Hb sobre a oxidacdo da benzidina pelo perdxido de

Materiais e Métodos
76



hidrogénio (H20>). A coloragao resultante da reacao é proporcional a concentragao
de Hb livre na amostra. Como a benzidina € um composto carcinogénico,
o substituto para ela foi a 3 3’5 5’'tetrametilbenzidina (TMB), tdo sensivel quanto a

benzidina. Foram utilizados um Padrdo de Hemoglobina (30mg/dPL).

Foram preparados solugdes padrédo e um branco. Para o preparo da
solucao padréo, foi acrescentado: 2,0mL de solugcdo de TMB e 0,01mL do Padrao
de Hemoglobina. Para o Branco, apenas 2,0mL de solugdo de TMB forma
acrescentadas e finalmente, para a solugao teste: 0,01mL das amostras e 2,0mL
de TMB.

A intervalos de 1 minuto, 2,0mL de H>O, foram adicionados em cada
tubo, misturados gentilmente e lidos logo em seguida. A leitura era feita aos
exatos 10 minutos apds a adigdo do H,O,. Valores de referéncia para Hb livre:

Amostras com valores acima de 5ug/dL foram consideradas hemolisadas.

4.2.3- Analise estatistica

As médias das concentragdes de Pb, Fe e Hb foram analisadas usando
teste t Student e one Way Anova. O valor de P<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

Finalmente, para atender ao objetivo central dessa tese, avaliamos se
os polimorfismos do gene ALAD e VDR modificam as concentra¢gées de chumbo

no sangue e plasma maternos.

4.3- Casuistica

Para este estudo observacional, no qual pretendiamos verificar o efeito
dos polimorfismos G177C da ALAD e Fok, Apal e Bsml do VDR sobre
concentragbes sanguineas (Pb-Sangue Total), plasmaticas (Pb-Soro) e fragao
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livre (Pb-Soro/Pb-Sangue Total) em gravidas, o tamanho amostral estimado se
baseou no grupo haplotipico VDR de menor frequéncia (12%) e considerado para

este estudo.

4.3.1- Selegao dos voluntarios e analise das amostras

O projeto dessa pesquisa foi aprovado pelo comité de pesquisa da
Maternidade do Complexo Aeroporto na cidade de Ribeirdo Preto, estado de

Sao Paulo.

Foram utilizadas amostras de sangue e soro provenientes de gestantes
(n=256) com mais 38 semanas de gestacdo e amostras de sangue e soro das
respectivas amostras de sangue do corddo umbilical. Os partos foram realizados
na Maternidade do Complexo Aeroporto (MATER).

As voluntarias gestantes que aceitaram participar deste estudo,
apos esclarecimento detalhado sobre o projeto onde foram orientadas a respeito
dos objetivos desta pesquisa, assinaram do termo de consentimento informado.

A tabela 3 mostra as caracteristicas dos participantes desse estudo.

4.3.2- Coleta e processamento das amostras

As amostras das 256 gestantes foram coletadas no centro obstétrico,
no intervalo entre a indugdo e o parto. Foram incluidas as gestantes saudaveis
com mais de 38 semanas de gestacao, parto normal e cesaria. As gestantes com
hipertensédo e diabetes gestacional, pré-eclampsia além daquelas cujas placentas
foram contaminadas durante o parto, foram excluidas. Foram coletados 12mL de
sangue venoso em tubo com EDTA (Metal free Vacuumtainer BD) para analise da
concentragcao de chumbo no sangue total e tubo sem anticoagulante para soro

(Metal free Vacuntainer BD), utilizando os procedimentos de coleta adequados.
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As amostras de sangue e soro do corddao umbilical foram coletadas no
momento do parto, utilizando também: tubo com EDTA (Metal free Vacuntainer
BD) para analise da concentragdo de chumbo no sangue total e tubo sem

anticoagulante para soro (Metal free Vacuntainer BD).

Apods as coletas, as amostras dos tubos coletadas em tubos de EDTA
foram divididas em duas fracbes (sendo duplicatas para cada uma), para a
dosagem de chumbo no sangue e para as genotipagens. As aliquotas foram
armazenadas em tubos tipo eppendorf (1,5mL) e imediatamente congeladas
a -20°C até a realizacido das analises. Para analises de chumbo no soro, o volume
de 6mL de sangue, que foi coletado em tubo sem anticoagulante, foi centrifugado
a 2000rpm durante 10 minutos. O soro foi cuidadosamente fracionado e congelado
a -20°C até o momento das analises. Foi padronizado o prazo de até 10 minutos

entre a coleta e a centrifugacdo das amostras.

4.3.3- Determinagao de chumbo em sangue e soro

Para a determinagcdo do chumbo em sangue e soro foram utilizadas as

técnicas descritas no item 4.2.1.

4.3.4- Extragdo do DNA genémico

Para a extragdo do DNA gendmico, foi utilizada a técnica descrita no
item 4.1.1.

4.3.5- Determinagao dos genotipos para ALAD

Utilizamos a técnica de reagcdo de RFLP, a mesma utilizada para as
genotipagens do Receptor da Vitamina D (VDR). No entanto, para a genotipagem

dos polimorfismos ALAD, o PCR foi realizado em um volume final de reagao de
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25-ul, contendo 0,5uM de cada primer (5'-AGACAGACATTAGCTCAGTA-3' e
5'GGCAAAGACCACGTCCATTC-3'), 200uM de cada dNTP, 1X Tampao de PCR
fornecido pela Invitrogen Corp (10mM Tris-HCI, pH 8,8, 50mM KCI),
2,5mM MgCly, e 2.5 Unidades DNA Taq polymerase (Biosystems, Curitiba, Brasil).
As condi¢cbes da reacao foram as seguintes: pré-desnaturacao a 94°C por 4 min,
seguido por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, annealing de
primers a 61°C por 30 segundos e sintese a 72°C por 1 min. O produto
amplificado foi digerido durante 4 horas com a endonuclease Mspl a 37°C.
Utilizamos 5U de Mspl, 1X o tampédo da enzima fornecido pelo fabricante
(50mM NaCl, 10mM Tris-Cl, 10mM MgCl,, 10mM ditiotreiol, pH 7,9) (Biolabs, inc
New England), para digerir SuL de produto de PCR, em um volume final de 10pL.

Os fragmentos foram separados por eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida a 8%. A visualizacdo foi realizada com coloragdo pela prata.
Dessa forma, os individuos com gendétipo ALAD 1-1 apresentam somente uma
banda de 582pb; os com gendtipo ALAD 1-2 apresentam fragmentos de 582 e
511pb; individuos com gendtipo ALAD 2-2 apresentam apenas uma banda com

tamanho de 511bp (figura 8).
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<€4—916pb

<€4—582pb
<—511pb

A B 11 1-2 2-2

genotipos

Figura 8- Foto de um gel representativo de genotipagem para o polimorfismo
G177C da ALAD, obtido neste estudo. O produto de PCR foi digerido
com enzima de restricdo (Mspl), produzindo diferentes fragmentos
resultando a gendtipos especificos. Coluna A: marcador molecular
padrao (100bp DNA ladder, Promega, Madson, WI). Coluna B: produto
de PCR néo digerido, com 916pb. Colunas 1-1, 1-2, e 2-2: gendtipos
ALAD 1-1, ALAD 1-2, e ALAD 2-2, respectivamente.
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4.3.6- Determinacao dos genétipos para VDR

Para a determinagdo dos gendtipos VDR foi utilizado os mesmos

procedimentos ja descritos no item 4.1.2.

272bp -

226bp -

198bp -
1?56'1':1.-

BB Bb bb Al A3 aa FF Ff ff
Bmsl Apal Fokl

Figura 9- Foto de um gel representativo de genotipagem para os polimorfismos
VDR: Bsml, Apal e Fokl, obtidos neste estudo. O produto de PCR foi
digerido com enzimas de restricdo (Bsml, Apal e Fokl respectivamente),
produzindo diferentes fragmentos resultando a gendtipos especificos.
Gendtipos Bsml: BB (825pb), Bb (825, 650 175pb) e bb (650 e 175pb).
Gendtipos Apal: AA( 740pb) Aa (740, 515 e 225pb) e aa (515 e 225pb).
Gendtipos Fokl : FF (272pb), Ff (272 e 198) e ff (198 e 74pb).
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4.3.7- Analise dos Hapldtipos

Para as analises de haplétipos desse grupo, foi utilizada a ferramenta ja

descrita no item 4.1.3.

4 .3.8- Analise estatistica

As distribuicbes dos gendtipos para os polimorfismos VDR foram
analisadas para o equilibrio de Hardy-Weinberg usando teste qui quadrado
(StatView for Windows, Cary, NC). Diferengas entre os grupos de gendtipos e
haplétipos para as médias das concentragbes de Pb-Sangue Total, Pb-Soro e
% Pb-Soro/Pb-Sangue Total foram analisadas usando teste de andlise de
variancia de uma via (One Way Anova). O valor de P<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo. Foi utilizado o software GraphPad PRISM
(GraphPad Prism, Software Inc., San Diego, CA, USA).
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5- RESULTADOS
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Assim como foi feito na se¢do de métodos, os resultados também foram

apresentados separadamente, atendendo a cada objetivo proposto.

A distribuicao dos genétipos e haplotipos do gene VDR entre brancos e
negros da populagao brasileira sdo comparados ao banco de dados do
Projeto HapMap

A tabela 1 mostra a frequéncia de genotipos e alelos nos individuos
brancos e negros incluidos no estudo e nos individuos estudados no projeto
HapMap. A distribuicdo dos gendtipos para os trés polimorfismos (Bsml, Apal e
Fokl) mostrou-se de acordo com a Lei de Hardy Weinberg. A distribuicdo dos
genotipos VDR ou dos alelos para esses polimorfismos nos individuos brasileiros

ndo mostraram diferengas étnicas. (todos P>0,05; tabela 1).
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Tabela 1- Frequéncia dos gendtipos e haplétipos (%) nos 2 grupos étnicos e na
populacéo do Projeto HapMap (http://www.HapMap.org;
The International Haplotype Map Project)

Estudo Projeto HapMap®
Genétipos Negros Brancos Negros Brancos
Bsmli (N=120) (N=100) (N=59) (N=60)
BB 14 15 14 23
Bb 46 51 32 42
bb 40 34 54 35
Alelos Negros Brancos Negros Brancos
(N=240) (N=200) (N=118) (N=120)
B 36 40 30 44
b 64 60 70 56
Gendétipos Negros Brancos Negros Brancos
Apal (N=120) (N=100) (N=60) (N=58)
AA 23 27 37 40°
Aa 57 41 51 36"
Aa 20 32 12 24°
Alelos Negros Brancos Negros Brancos
(N=240) (N=200) (N=120) (N=116)
A 49 47 62 58
a 51 53 38 42
Gendétipos Negros Brancos Negros Brancos
Fokl (N=120) (N=100) (N=60) (N=60)
FF 42 47 68 35°
Ff 46 41 30 42°
ff 12 12 2 23°
Alelos Negros Brancos Negros Brancos
(N=240) (N=200) (N=120) (N=120)
F 65 67 83 56 °
f 35 33 17 44°

N =numero de individuos para os genoétipos (genotipos) ou nimero de alelos (alelos). a: Individuos
negros de Yoruba em Ibadan, Nigeria, e brancos residentes em Utah-USA com ancestralidade do

orte e oeste Europeu. b: P <0.05 comparados aos negros (teste qui-quadrado) do projeto HapMap.
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A tabela 2 mostra a frequéncia de haplétipos (%) estimada nos
dois grupos étnicos do estudo e do projeto HapMap.(http://www.HapMap.org).
Nao encontramos diferengas inter-étnicas na distribuicdo da frequéncia de
haplétipos estimada na populagado brasileira (P>0,05 tabela 2). Entretanto,
encontramos diferengas inter-étnicas na frequéncia haplotipica da populagdo do
projeto HapMap. Além disso, encontramos diferengas significativas na distribuigdo
da frequéncia haplotipica em brancos da populagao brasileira comparada com os
brancos do projeto HapMap (P<0,05 tabela 2). E também, diferengas significativas
foram encontradas quando comparamos a distribuicdo das frequéncias
haplotipicas em negros da populagao brasileira comparados com a populagéo do
HapMap (P<0,05 tabela 2). Os haplétipos H3 e H4, ausentes na populagéo do

HapMap, foram encontrados na populagao brasileira.

Tabela 2- Frequéncia de haplétipos estimada(%) nos 2 grupos étnicos na

populagao do Projeto HapMap (http://www.HapMap.org)

Haplétipos Estudo Projeto HapMap?
Bsml Apal Fokl Negro®  Branco® Negro  Branco®

H1 B A F 11.7 12.8 23.0 23.0
H2 B A f 6.2 6.1 21.0 6.0
H3 B a F 12.0 14.5 0 0

H4 B a f 6.3 7.0 0 0

H5 b A F 20.7 18.9 8.0 26.0
Hé b A f 11.0 9.1 5.0 7.6
H7 b a F 21.0 21.3 24.0 34.0
H8 b a f 1.1 10.3 19.0 34

a: Individuos negros de Yoruba em Ibadan, Nigeria, e brancos residentes em Utah-USA com

ancestralidade do norte e oeste Europeu;
b: P <0.05 comparados aos brancos (teste qui-quadrado) do projeto HapMap;

¢: P< 0.05 comparando aos negros (teste qui-quadrado) do projeto HapMap.
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O uso ou nao de anticoagulante Heparina e o uso da técnica de
vacuumtainer nas coletas alteram as concentragées plasmaticas de chumbo
(Pb) e Ferro (Fe)

Nés ndo encontramos diferengas significativas para as concentragoes
de Pbl no plasma (quando as amostras foram coletadas com anticoagulante
heparina) e/ou soro (quando as amostras foram coletadas sem anticoagulante)
quando coletadas com técnica que utiliza vacuo (vacuumtainer) e/ou sem vacuo
(catheter) (figura 10 (A)).

Nao houve diferencas significativas também para as concentragdes de
plasmaticas e séricas de Ferro (Fe), coletadas com técnica que utiliza vacuo

(vacuumtainer) e/ou sem vacuo (catheter) (figura 10 (B)).
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Valores de média (+SEM) das concentragbes de Pb (A) e Ferro (Fe)

(B) em soro (Soro) e/ou plasma (Heparina), coletadas com sistemas a

vacuo

(vaccutainer) e

catheter. Média  Pb-SangueTotal:

20,01 £ 2,28pg/L. N=12 P>0,05. One Way Anova.
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O tempo entre a coleta e o processamento das amostras modificam as
concentragoes plasmaticas de chumbo (Pb), Ferro (Fe) e hemoglobina livre
(Hb)

Nessa etapa das analises nds encontramos diferengas significativas
para as concentracdées de chumbo no plasma (Pb-P) nos intervalos de tempo
0, 5 e 30 minutos, quando comparadas com amostras coletadas com
anticoagulante EDTA. As concentragcbes de Pb-P n&o apresentaram diferencas
quanto ao tempo 0,5 e 30 minutos, quando coletadas com soro e heparina.
(figura 11 (A)).

Nao houve diferencas significativas para as concentragbes de Ferro
(Fe) quando as amostras foram coletadas em plasma (quando utilizamos
anticoagulante heparina ou EDTA) e/ou soro (quando as amostras foram
coletadas sem anticoagulante) e nos intervalos de tempos 0,5 e 30 minutos entre

a coleta e o processamento das amostras (figura 11 (B)).

A figura 11 (C) mostra que ndo houve diferengas significativas para as
concentragbes de hemoglobina (Hb) no plasma (quando as amostras foram
coletadas com anticoagulante heparina) e/ou soro (quando as amostras foram
coletadas sem anticoagulante) e nos intervalos de tempos 0, 5 e 30 minutos entre
a coleta e o processamento das amostras. Para essa analise, o EDTA n&o foi

utilizado porque esse anticoagulante interfere na reacéo da tetrametilbenzidina.
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Figura 11- Valores de médias (+SEM) das concentragdes plasmaticas de Pb (A),
Ferro (Fe) (B)e hemoglobina livre (Hb) (C) em soro (Soro) e/ou plasma
(Heparina), coletados com sistemas vaccutainer, nos intervalos de 0, 5
e 30 minutos entre a coleta e o processamento da amostra.
Média Pb-SangueTotal: 18,34 + 3,12ug/L. N=12. *P<0,05 EDTA

comparado com os demais grupos. One Way Anova.

Concentragées crescentes de EDTA modificam as concentragoes

plasmaticas de chumbo (Pb)

A figura 12 mostra que as concentragdes de chumbo no plasma quando
coletados com concentragdes crescentes do anticoagulante EDTA apresentaram
um aumento proporcional a concentragdo do anticoagulante. Para essa analise,
quantidades de 6, 4 e 2mL de sangue foram adicionados aos tubos contendo a
mesma quantidade de EDTA. Dessa forma, obtivemos as seguintes

concentragdes do anticoagulante EDTA: 1X; 1,5X e 3,0X, respectivamente.
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Figura 12- Valores de média (tSEM) das concentracbes plasmaticas de Pb
coletados em tubos contendo concentragcdes crescentes de
anticoagulante EDTA *P<0,05 para as concentracbes 1,5X e
3,0X Média (+SEM) Pb-SangueTotal: 22,29 + 2,47ug/L. N=12 One
Way Anova.

As concentragées de chumbo no sangue materno atravessam a placenta e
contaminam o feto

A figura 13 mostra diferencas significativas entre as médias das
concentragbes de Pb-Sangue Total (A); Pb-Soro (B) nas gestantes e nas
respectivas amostras de sangue do cordao umbilical. Nado houve diferengas

significativas para a razdo Pb-Soro/Pb-Sangue (C).
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Figura 13- Valores de médias (+SEM) das concentragdes sanguineas (A), séricas
(B) e fracao livre (C) de Pb nas amostras de sangue dos respectivos

cordoes umbilicais. *P<0,001. Teste t Student.
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Os gendétipo s da ALAD (Alad 1-1 e ALAD 1-2) nao modificam as
concentragdes sanguineas (Pb-SangueTotal), séricas (Pb-Soro) e fragao livre

(Pb-Soro/Pb-SangueTotal) das gestantes

A tabela 3 mostra as caracteristicas das gestantes e as amostras de

sangue dos respectivos corddes umbilicais.

Tabela 3- Caracteristicas dos participantes do estudo

Variaveis Total (n=256)
Gestantes Média = SEM ou (%)
Idade (anos) 240141
Hemoglobina (g/dL) 124 +1.2
Hematdcrito (%) 37.1+£5.2
Nao fumantes (%) 202 (79.0)
Fumantes (%) 54 (21.0)
Pb-SangueTotal (ug/dL) 1,89 £ 0,070
Pb-Soro (ug/dL) 0,040 + 0,001
Pb-Soro/Pb-SangueTotal (%) 25+1,0
Cordao umbilical
Pb-Sangue Total (ug/dL) 1,13 £ 0,036
Pb-Soro (ug/dL) 0,025 + 0,001
Pb-Soro/Pb-Sangue Total (%) 24+11
Resultados
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A tabela 4 mostra as concentragbes de Pb-Sangue total, Pb-Soro e
também a fragao livre (Pb-soro/Pb-Sangue Total) segundo os gendétipos ALAD 1-1

e ALAD 1-2 das gestantes. Nao foram encontrados individuos ALAD 2-2.

Tabela 4- Valores de médias (+SEM) das concentragdes sanguineas, séricas e
fracdo livre de Pb nas amostras das gestantes genotipadas para o
polimorfismo G177 C (ALAD). P>0,05. Teste t Student

Gravidas ALAD 1-1 Gravidas ALAD 1-2
(N=204) (N=52)
Cordao Cordao
ALAD Gravidas Gravidas P
umbilical umbilical

Pb-Sangue Total

(bg/dL)
Pb-Soro

(ug/dL)

Pb-Soro/
2,478+0,125 2,532+0,132 2,895+0,269 2,626+0,232 NS
Pb-SangueTotal(%)

1,876 £0,074 1,170+0,057 1,984+0,165 1,232+0,099 NS

0,039+0,001  0,025+0,002 0,044+0,003 0,028+0,002 NS

A figura 14 mostra que nao houve diferencas significativas para as
médias das concentragbes sanguineas (A) (Pb-SangueTotal), séricas (B)
(Pb-Soro) e fragédo livre (C) (Pb-Soro/Pb-SangueTotal) das gestantes desse
estudo, genotipadas para o polimorfismo C177G da ALAD.
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(B) e fragao livre (C) de Pb em gravidas genotipadas para ALAD
P>0,05. Teste t Student.
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A tabela 5 mostra as concentragdes de Pb-Sangue total, Pb-Soro e

também a fragao livre (Pb-soro/Pb-Sangue Total) para todos os gendétipos dos
polimorfismos VDR (Fokl, Apal e Bsml).

Tabela 5- Caracteristicas dos participantes do estudo. Valores de médias (xSEM)

das concentragbdes sanguineas (Pb-Sangue Total), séricas (Pb-Soro) e

fragdo livre de Pb (Pb-Soro/Pb-Sangue Total) nas amostras das

gestantes genotipadas para os polimorfismos Fokl, Apal e Bsml (VDR).

P>0,05.Teste One Way anova

Gravidas FF Gravidas Ff Gravidas ff
(N=106) (N=127) (N=23)
Fokl (VDR) Gravidas Cordao Gravidas Cordao Gravidas Cordao P
umbilical umbilical umbilical
Pb-B (pg/dL) 1,911£0,110  1,115+0,061  1,927+0,096  1,168+0,052  1,788+0,199 1,190+0,101 NS
Pb-S (ug/dL) 0,041+0,002  0,026+0,002  0,041+0,002  0,025+0,001  0,033+0,005 0,022+0,003 NS
Pb-S/Pb-B(%) 2,687+0,195 2,7204+0,201  2,526+0,141 2,480+0,150 2,051+0,330 2,101#0,350 NS
Gravidas BB Gravidas Bb Gravidas bb
(N=30) (N=129) (N=97)
Bsml (VDR) Gravidas Cordao Gravidas Cordao Gravidas Cordao P
umbilical umbilical umbilical
Pb-B (pg/dL) 1,810+0,180  1,201+0,110  1,8104+0,090  1,160+0,080 2,030+0,130 1,190+0,060 NS
Pb-S (pg/dL) 0,047+0,003  0,031+0,003  0,040+0,002  0,025+0,001  0,040+0,002 0,027+0,002 NS
Pb-S/ Pb-B(%) 3,381+0,410 3,062+0,380 2,670+0,160 2,551+0,180 2,492+0,210 2,661+0,200 NS
Gravidas AA Gravidas Aa Gravidas aa
(N=70) (N=130) (N=56)
Apal (VDR) Gravidas Cordao Gravidas Cordao Gravidas Cordao P
umbilical umbilical umbilical
Pb-B (pg/dL)  1,851+0,101  1,140+0,060 1,870+ 0,090 1,180+0,051 2,041+ 0,160 1,070+0,060 NS
Pb-S (ug/dL) 0,045+0,003  0,027+0,002  0,040+0,002  0,026+0,001  0,036+0,003 0,022+0,002 NS
Pb-S/ Pb-B(%) 2,781+0,201  2,601+0,210  2,680+0,171 2,541+0,160  2,141+0,220 2,480+0,261 NS
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Os genétipos Fokl (FF, Ff e ff) do VDR nao se associam as
concentragoes sanguineas (Pb-SangueTotal), séricas (Pb-Soro) e fragao livre

(Pb-Soro/Pb-SangueTotal) das gestantes

A figura 15 mostra que nao houve diferencas significativas para as
médias das concentracbes sanguineas (A) (Pb-SangueTotal), séricas (B)
(Pb-Soro) e fragédo livre (C) (Pb-Soro/Pb-SangueTotal) das gestantes desse

estudo, genotipadas para o polimorfismo Fok/ do VDR.
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Pb-Soro/Pb-SangueTotal(%)

FF

Figura 15- Valores de médias (tSEM) das concentragdes sanguineas (A), séricas
(B) e fracao livre (C) de Pb em gravidas genotipadas VDR-Fokl (FF, Ff,
ff). P>0,05 One way Anova.

Os polimorfismos Apal (VDR) nao se associam as concentragoes

sanguineas, séricas e fracao livre de Pb nas amostras das gestantes

A figura 16 mostra que nao houve diferencas significativas para as
médias das concentragbes sanguineas (A) (Pb-SangueTotal), séricas (B)
(Pb-Soro) e fragédo livre (C) (Pb-Soro/Pb-SangueTotal) das gestantes desse
estudo, genotipadas para o polimorfismo Apal do VDR.
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Figura 16- Valores de médias (tSEM) das concentragdes sanguineas (A), séricas
(B) e fracédo livre (C) de Pb em gravidas genotipadas VDR-Apal
(AA, Aa, aa). P>0,05 One way Anova.
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Os polimorfismos Bsml (VDR) nao se associam as concentragoes

sanguineas, séricas e fragao livre de Pb nas amostras das gestantes

A figura 17 mostra que ndo houve diferencas significativas para as
médias das concentragbes sanguineas (A) (Pb-SangueTotal), séricas (B)
(Pb-Soro) e fracao livre (C) (Pb-Soro/Pb-SangueTotal) das gestantes desse

estudo, genotipadas para o polimorfismo Bsm/ do VDR.
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Pb-Soro/Pb/SangueTotal(%)

BB Bb bb

Figura 17- Valores de médias (tSEM) das concentragdes sanguineas (A), séricas
(B) e fragao livre (C) de Pb em gravidas genotipadas VDR-Bsml
(BB, Bb, bb). P>0,05 One way Anova.

A tabela 6 mostra a frequéncia haplotipica (%) estimada para os
polimorfismos VDR. Para o estudo foram excluidas as frequéncias inferiores a
10%.

Tabela 6- Frequéncia haplotipica (%) estimada para os polimorfismos VDR

Haplétipos Frequéncia (%)
Fokl Apal Apal Bsml
- - y 5 12.1
o i p b 21,9
H3 - F . ° >
" . . b 17,6
o f p B 12,0
o f p b 8,1
H7 - f 2 ° >
o f . b 13,8
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Os haplétipos VDR (Fokl, Apal e Bsml)polimorfismos Bsml (VDR) nao
modificam as concentragées sanguineas de Pb, porém o haplétipo H8
(formados pelos alelos f, a e b) modificam as concentragdes plasmaticas e

fracao livre de Pb nas amostras das gestantes

A figura 18 mostra que nao houve diferencas significativas para as
médias das concentragdes sanguineas (A) (Pb-SangueTotal). Porém, o grupo de
haplétipo H8, formado pelos alelos a, b e f, mostrou uma diminuicdo das
concentragbes séricas de chumbo (B) (Pb-Soro) e fragédo livre (C)(Pb-Soro/

Pb-SangueTotal) quando comparados com demais grupos.
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Figura 18- Variacdo nas concentragdes sanguineas (A), séricas (B) e fragao livre

(C) de Pb entre os diferentes haplotipos de gravidas P>0,05 One way
Anova

As barras indicam as medianas. *P<0,05 para as comparagdes

indicadas. One Way Anova. Foram excluidos os grupos com frequéncias inferiores
a 10%.
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6- DISCUSSAO
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O remodelamento 6sseo na gravidez promove a saida do chumbo dos
estoques d6sseos para o plasma materno. Como a placenta nao € seletiva para o
chumbo, o metal é transferido para o feto, caracterizando a contaminagdo materno
fetal[1]. As gestantes desse estudo apresentaram valores de chumbo no sangue
entre 0,250 e 6,520ug/dL e média de 1,915 * 0,068ug/dL. Para as amostras
coletadas dos respectivos cordées umbilicais, o Pb no sangue variou entre 0,090 e
4,120pg/dL. e apresentou média de 1,156 £+ 0,036pg/dL. A figura 13 mostra que
mesmo em concentragdes relativamente baixas, o metal foi encontrado na
circulagcdo materno fetal. Essa exposicdo é preocupante se considerarmos 0s
trabalhos ja publicados, onde concentracbes cada vez menores no sangue

materno, vem sendo associadas a problemas na primeira infancia da crianca.

Goyer e colaboradores[77] revisaram as consequéncias da exposi¢cao
pré natal ao chumbo sobre o desenvolvimento neurolégico de criangas.
Utilizando a Escala de Bayley (Escala de desenvolvimento infantil, produzida a
partir de testes padronizados que permitem concluir a respeito do
desenvolvimento de criangas) avaliou criangas com baixas concentragbes de
chumbo no sangue ao nascer e verificaram uma diminuicdo no desenvolvimento
motor, sensorial e visual. Um estudo recente associou exposigao fetal ao chumbo
e o desenvolvimento mental em criancas de 12, 24 e 36 meses de vida.
Os autores estudaram 444 criangas nascidas de maes atendidas no ambulatério
do local, entre o primeiro e segundo trimestres de gravidez. A avaliacdo da
exposicao fetal foi feita através da dosagem do metal no sangue do cordao
umbilical e o desenvolvimento mental na infancia usando a mesma escala citada
no estudo anterior (Escala de Bayley). A mediana das concentragées de chumbo
no sangue do corddo umbilical foi de 1,23ug/dL, variando de 0,44 a 6,90ug/dL.
Os testes mostraram associacdo inversa das concentracbes de chumbo no
sangue materno com indices de desenvolvimento mental medido através da
escala de Bayley, mostrando que o impacto da neurotoxicidade pode ser sentida
nos primeiros anos de vida e com concentragdes consideradas relativamente
baixas[78]. O ideal para um metal toxico, pouco excretado como o chumbo,

sdo concentragdes iguais a zero[79].
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O estudo da toxicocinética do chumbo ainda nao esta completamente
esclarecido, mas sabemos que existem fatores relacionados a esta cinética que
podem modificar as concentragbes sanguineas[80, 81] e plasmaticas do metal
[16, 17]. Os dois genes que codificam proteinas envolvidas no processo de
absorgao, distribuicdo e reabsor¢ao do Pb sdo: ALAD e VDRI[3]. O principal
objetivo desse trabalho foi avaliar se fatores genéticos modificam as
concentragdes do metal no sangue e soro de gestantes expostas ambientalmente
ao chumbo. Porém, para podermos avaliar adequadamente esses fatores,
duas questdes foram consideradas anteriormente: saber qual a distribuicdo da
frequéncia de gendtipos e haploétipos na populagao brasileira e se havia diferengas
entre brancos e negros, além disso, a padronizagao dos processos metodologicos

envolvidos na analise do chumbo plasmatico.

6.1- Distribuicao da frequéncia genotipica e haplotipica do VDR entre
brancos e negros da populacao brasileira

O primeiro objetivo dessa tese foi avaliar a distribuicdo dos gendtipos e
haplétipos do VDR entre a populagdo branca e negra do Brasil e também
compara-las a populacdo do HapMap. Nossas descobertas mostraram que a
distribuicdo das variantes do gene VDR pode ser diferente entre as ragas em
algumas populagbes, como a populacdo que foi estudada no HapMap.
Entretanto, essa regra ndo se aplica para populagdes miscigenadas, como a
populacao brasileira. Na populacdo Caucasiana do HapMap, o alelo f para o
polimorfismo Fokl/ foi mais comum entre os Caucasianos que entre os Africanos.
Nés ndo encontramos essa diferenga, uma vez que a populagao brasileira € uma
mistura de populagdes. Entretanto, ndo acreditamos que essas diferencas sejam
apenas devido ao fato da populacdo brasileira ser miscigenada. Conforme
discutido por Uitterlinden e colaboradores[56], os blocos de haplétipos podem
refletir a origem da populagdo e também, as interagdes gene-ambiente.
Dessa forma, certas variagdes podem ter vantagens de sobrevivéncia e

reproducgao. Por outro lado, muitos dos SNPs sdo encontrados em Desequilibrio
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de Ligacao (DL) em regides chamadas blocos haplotipicos os quais nos dao mais
informacdes em estudos de associacdo que o estudo de SNPs isoladamente.
Nés calculamos D’ (D’= medida de desequilibrio de ligagdo) para a populagéo
brasileira e para a populagdo do HapMap. Para a populacdo do HapMap,
encontramos o D’=1,0 (P<0,05) tanto para brancos quanto para negros, indicando
um forte desequilibrio de ligagdo entre os polimorfismos Bsml e Apal.
O polimorfismo Fokl ndo esta em desequilibrio de ligagdo com nenhum outro
polimorfismo no VDR. Nao encontramos o0 mesmo para a populacao brasileira.
Para os polimorfismos Apal e Bsml D’para a populagdo brasileira é quase
0(P=0,99), indicando que n&o ha desequilibrio de ligacdo entre esses
polimorfismos. Juntos, esses resultados sugerem que blocos de hapldtipos
selecionados para uma populagdo podem ndo ser transferiveis para populacdes

como a populagao brasileira, que é miscigenada[82].

6.2- Dosagem do Pb no soro e/ou plasma necessita de cuidados

metodolégicos

A maioria dos estudos de associagao considera a analise do metal no
sangue materno[41]. A razao pela qual nés também avaliamos as concentragcdes
de Pb-Soro e %Pb-Soro/Pb-Sangue Total € que a mobilizagdo de Pb nos ossos na
gravidez contribui para o aumento da fracdo plasmatica do metal. Avaliando as
concentragdes do metal no sangue e plasma e a relagdo dessas concentragoes,
podemos ter uma idéia melhor da quantidade do metal que esta sendo
disponibilizada para o feto[1]. Entretanto, para se avaliar o Pb no plasma e/ou
soro, sdo necessarios cuidados metodologicos no processamento das amostras e
também, técnicas mais apuradas, como ICPMS. Dessa forma, o segundo objetivo
dessa tese foi avaliar se o0s procedimentos metodolégicos alteram as
concentragbes de Pb, Fe (Ferro) e Hb (Hemoglobina livre). As dosagens de Fe e

Hb foram usadas como indicadores de hemdlises[83].
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Como o Pb esta ligado a ALAD no eritrocito, hemdlises resultantes de
procedimentos inadequados na coleta e processamento das amostras,
podem trazer resultados errbneos a respeito da concentracdo plasmatica do
chumbo[84]. Para tal, dosamos concentragdes plasmaticas de Fe e Hb livre.
Os valores de referéncia para Fe: sao 500 a 1600ug/dL e Hb livre: até 5ug/dL.
Nao encontramos diferencas entre as concentragdes de Pb e Fe quando a coleta
foi feita com sistema a vacuo (vacuumtainer) ou sem vacuo (catheter).
Dessa forma, sugerimos que a utilizagdo do método vacuumtainer é mais
adequado por ser mais pratico e evita contaminagées por ser um “sistema

fechado”.

O tempo de espera entre a coleta e o processamento das amostras
também nao modificaram as concentragdes de Pb, Fe e Hb. Dessa forma, nos
padronizamos um tempo de até 10 minutos para o estudo posterior.
O mais interessante para essa etapa do estudo foi 0 aumento da concentragao
plasmatica de Pb quando usamos os tubos de EDTA. Sabe-se que o EDTA é um
forte quelante de Pb[84]. O fato de quelar o metal que esta livre no plasma faz
com que o Pb que estava no eritrocito se desloque do eritrocito, aumentando a
fracao plasmatica. Por esse motivo, ndo foram utilizados os tubos com EDTA para
o estudo posterior quando analisamos o metal no plasma. Os tubos contendo esse
anticoagulante apenas foram utilizados para as dosagens do metal no sangue

total, pois o ICPMS pode detectar o metal mesmo quando quelado pelo EDTA.

6.3- Haplétipos VDR modificam as concentracoes de Pb-Soro e Fracao
plasmatica (Pb-Soro/Pb-Sangue Total)

Existem grandes evidéncias sugerindo um importante papel de
polimorfismos genéticos na toxicidade do Pb. Os genes mais estudados sé&o
aqueles que codificam a ALAD e o Receptor da Vitamina D (VDR)[16, 17, 19, 80].
A associacao de polimorfismos nesses genes com o acumulo biolégico de chumbo
em individuos expostos ja é bem conhecida, embora o0 mecanismo através do qual

esse feito ocorre ainda ndo esteja esclarecido.
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Considerando os dados atualmente disponiveis na literatura, este é o
primeiro estudo a demonstrar a associacao dos polimorfismos G177C da ALAD e
os polimorfismos Fokl, Apal e Bsml do VDR em gravidas ambientalmente

expostas ao chumbo.

Estudando os gendtipos da ALAD, para os individuos ALAD 1-1 as
concentragbes de Pb-Sangue Total variaram de 0,250 a 6,520ug/dL, com médias
de 1,876 £ 0,074 e para os individuos ALAD 1-2: 0,340 a 5,530ug/dL, com médias
de 1,959 * 0,168ug/dL. Esses valores ndo foram estatisticamente significativos,
embora as concentragdes plasmaticas e fragdes plasmaticas dos individuos
ALAD 2 tendessem ao aumento (figura 15). Esses resultados foram esperados,
uma vez que as concentragdes estavam relativamente baixas, comparadas com
os valores de outros estudos. Muitos trabalhos ja mostraram influéncia desses
gendtipos sobre as concentragdes sanguineas e alguns sobre concentragdes
plasmaticas do metal[17, 46, 49, 85, 86]. Existem desacordos quanto ao gendtipo

que pode estar associado a maiores concentragdes de chumbo.

No caso da ALAD, dois diferentes cenarios podem ser abertos para a
discussdo. Como a substituicdo de um unico aminoacido, que caracteriza o
polimorfismo G177C leva a formagdao de enzimas com diferentes cargas,
o chumbo eletricamente positivo, tera uma afinidade maior pela enzima mais
eletronegativa (codificada pelo ALAD 2)[46]. Esses individuos portadores desse
alelo, segundo alguns estudos, apresentam concentragdes de chumbo maiores no
sangue e também no plasma. Esse aumento poderia ser explicado pelo fato do
chumbo possuir uma maior afinidade pela enzima mais eletronegativa
aumentando a distribuicdo do metal para outros érgéos-alvo como rins e cérebro.
Sugere-se que, a ALAD 2-2 possa ser um sequestrador do chumbo.
ALAD 2-2 poderia servir como um substrato de alta finidade, retendo chumbo no
sangue e protegendo outros orgdos. Neste caso, pessoas com alelo ALADZ2
experimentariam efeitos menos severos com a exposi¢ao ao chumbo e um menor
acumulo de chumbo nos ossos, mesmo apresentando niveis de chumbo no
sangue mais elevados que individuos homozigotos para o alelo ALADA1,

expostos aos mesmos niveis de chumbo.

Discussao
115



De uma maneira geral, as concentragcbes sanguineas de chumbo
nesses estudos sdao maiores do que as encontradas na nossa populacio.
No entanto, ha uma outra colocagdo na literatura, onde se atribui as baixas
concentragbes, o motivo pelo qual o efeito do gendtipo nado aparece.
Analisando os trabalhos onde os autores encontraram diferencgas significativas nas
concentragbes do metal, sendo estas moduladas pelos gendtipos, encontramos
concentragbes normalmente maiores que 10ug/dL. No caso dos nossos
resultados, o fato de nao termos encontrado diferengas significativas para as
concentragbes do metal entre os gendtipos ALAD 1-1 e ALAD 1-2 (nés nao
encontramos individuos ALAD 2-2), pode ser explicado pela concentracdo do
metal estar relativamente baixa no sangue (Média Pb-Sangue Total 1,89 pg/dL).
E provavel que, se estudassemos uma populacdo exposta a concentracdes

maiores de chumbo, poderiamos encontrar algum efeito do gendtipo.

Outro gene que também tem sido associado a toxicidade do chumbo é
o VDR [3]. Como mencionado anteriormente, o chumbo € similar ao calcio e segue
suas rotas no organismo[22]. A vitamina D esta diretamente relacionada ao
balango de calcio fisioldégico e sua fungdo depende da ligagdo com o receptor
nuclear VDR, presente na maioria das células, incluindo osteoblastos
(figura 6)[55]. Parece que o retorno do chumbo dos estoques 6sseos segue o
caminho do calcio, durante o remodelamento. Os estudos de associacdo dos
gendtipos VDR com diferentes concentragbes sanguineas e plasmaticas de
chumbo foram baseados no fato de que o remodelamento ésseo possui um fator
genético determinante. Em um estudo pioneiro, Morrison e colaboradores
associaram polimorfismos Bsml do VDR a densidade mineral 6ssea (DMO) e
demonstraram que esse parametro foi 12% menor nos portadores do gendtipo BB
quando comparados aos bb, tanto em gémeos como em mulheres. Nesse caso,
0 genotipo BB seria um indicador para o risco de osteoporose[75]. Outros estudos
também associaram baixa densidade mineral éssea em mulheres com o alelo
“B”[87, 88]. Mulheres homozigotas para o alelo “B” possuem densidade mineral

Ossea cerca de 2 a 10% menores que mulheres bb[65].
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Foi baseado nisso, que surgiram as primeiras associacbes desses
polimorfismos com concentragdes sanguineas e 6sseas do metal. Schwartz e
colaboradores[89] associaram polimorfismos Bsml a concentragées de chumbo na
tibia de trabalhadores expostos de forma ocupacional e encontraram uma

associagao dos homozigotos bb a uma menor concentragao de chumbo na tibia.

Os polimorfismos VDR, especialmente Bsml, Apal e Fokl ja foram
isoladamente associados a diferentes concentracbes do metal no sangue e
plasma de individuos expostos ambientalmente. Em nosso estudo anterior
(individuos ambientalmente expostos com concentragdo média de Pb-Sangue
Total=7,1ug/dL), portadores dos alelos bb, aa e ff foram associados a

concentragdes menores de chumbo no plasma e fragdo plasmatica[16].

Considerando a importancia da cinética Pb na gravidez, é razoavel
associar os efeitos dos polimorfismos e/ou haplétipos no gene VDR sobre as

concentragdes sanguineas e plasmaticas de chumbo nessa fase.

No atual estudo, ndo encontramos influéncia dos gendétipos VDR para
as concentragdes sanguineas e plasmaticas do Pb. As figuras 15, 16 e 17 podem
representar talvez, uma tendéncia a concentragées menores para os genotipos bb,
ff e aa. No entanto, mais uma vez, se as concentracdes do metal fossem maiores

no sangue e/ou plasma, essa diferenga talvez pudesse ser evidenciada.

Entretanto, o resultado mais importante desse estudo foi a descoberta
de uma associacao estatisticamente significativa do haplétipo H8 (formados pelos
alelos a, b e f) quando comparado com os demais grupos, sendo este, associado
a uma diminuicdo da concentragdo de Pb-Soro e %Pb-Soro/Pb-Sangue Total.
O hapldétipo tem sido considerado uma ferramenta de maior poder para avaliar os
efeitos combinados dos polimorfismos. O estudo de haplétipos dos polimorfismos
do VDR tem sido muito empregado em pesquisas envolvendo doengas como
cancer de prostata[90] e principalmente osteoporose[91]. Em nosso estudo
anterior, este mesmo grupo de haplétipo foi associado a menores concentragdes

sanguineas e plasmaticas de chumbo[16]. Contudo, este foi o primeiro trabalho a
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demonstrar o efeito de haplétipos sobre as concentragdes de Pb-P e %Pb-P/Pb-S

em mulheres gravidas.

A funcionalidade da maioria dos polimorfismos, incluindo aqueles aqui
estudados, ainda permanece desconhecida[92]. Entretanto, dos trés polimorfismos
estudados nesse trabalho, um tem recebido especial atengao: o polimorfismo Fokl.
O possivel mecanismo envolvido na associacdo entre a diminuicdo das
concentragbes de Pb-Plasma e %Pb-P/Pb-S entre os individuos portadores do
gendtipo ff ainda permanecem sem resposta. Com base nas evidéncias de que o
alelo f (forma longa M1) seria menos ativo, poderiamos sugerir que a diminuigao
da atividade do VDR nos portadores do genétipo ff reduziria o acumulo de Pb nos
0sso0s, levando a uma diminuigdo da concentragdo do metal no plasma e na
fragdo. Entretanto, outros estudos sdo necessarios para validar essa sugestao.
A funcionalidade dos polimorfismos Bsml e Apal aqui estudados ainda permanece
desconhecida. Como ja mencionado anteriormente, esses polimorfismos
aparentemente “ndo funcionais” podem apresentar desequilibrio de ligagcdo com
algum outro funcional, na regido reguladora do gene. A localizagdo desses
polimorfismos no mapa fisico do gene VDR mostra uma proximidade com a regiao
reguladora do gene. Uitterlinden e colaboradores[56, 57] discutem que até mesmo
a proximidade do gene VDR com o gene do colageno (COL2A1) pode explicar

muitos dos estudos de associacao entre esses polimorfismos.

No caso do nosso estudo, nés escolhemos os trés polimorfismos Fokl,
Apal e Bsml porque eles ja haviam sido associado a diferentes concentragdes de
chumbo no sangue. Além disso, esses polimorfismos estdo associados ao
metabolismo ésseo e durante a gravidez o remodelamento € um fator importante
que deve ser considerado. Estudos dos mecanismos moleculares envolvidos

nessa associagcao sao necessarios para validar tais efeitos.

Infelizmente, pouco se sabe a respeito da cinética do chumbo e como
ocorre a dindmica durante a gravidez. O que € fato sdo os efeitos das baixas
concentragbes do metal no sangue e plasma para as gravidas e para o feto.

NoOs dosamos as concentracbes sanguineas a plasmaticas das amostras de
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sangue do corddo umbilical e encontramos uma correlacdo entre as
concentragbes sanguineas e plasmaticas (soro) mae x feto (resultados nao
mostrados). Isso mostra que quanto mais chumbo no sangue e soro maternos
maiores as chances do feto se contaminar, pois o metal se encontra na circulagcao
materno fetal. E isso sim & bastante relevante, uma vez que o feto esta em
desenvolvimento ativo e o chumbo €& um elemento estranho e nocivo.
Encontrar marcadores genéticos que possam estar relacionados a aumentos das
concentragbes de chumbo na gravidez pode ser uma ferramenta muito util na
prevencao dos efeitos nocivos do metal. Medidas preventivas talvez possam ser
mais efetivas, se encontrarmos diante de um grupo que, sabidamente é mais

susceptivel ao metal.

Nés também ndo encontramos diferengas entre os gendtipos maternos
e as concentragbes do metal nas amostras de cordao umbilical. A questdo da
cinética mae-feto € mais complexa, pois o feto representa um outro compartimento
que também esta acumulando (pois ele esta sob exposigédo recente, através da
mae) e remodelando, pois estd em crescimento. Estudos posteriores séo
necessarios para a compreensao desses processos. Porém, ha uma populagao de
criancas nascidas dessas gestantes, que foram expostas a concentracdes
relativamente baixas, que estdo crescendo, mas ndo sabemos quais serao os

efeitos dessa exposicéo para o desenvolvimento intelectual no futuro.
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Este estudo sugere que gestantes portadoras do haplétipo H8 (formado
pela combinacédo dos alelos f, a, b para os polimorfismos Fokl, Apal e Bsml do
VDR experimentam menores concentragbes de Pb-Soro e %Pb-Soro/
Pb-SangueTotal do que as nao portadoras deste haplotipo, 0 que sugere que as
maes portadoras do haplétipo H8 sdo menos vulneraveis a contaminagao por
chumbo. Ja aquelas portadoras do polimorfismo da D-ALAD parece nao
apresentarem diferengas nas concentracoes plasmaticas de Pb na gestacéo.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto: “Implicacoes Toxicogenéticas da Exposicao Ambiental a Metais

Durante a Gravidez”
Responsaveis:
Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos (FMRP-USP)
Profa Dra. Silvana Maria Quintana - (FMRP-USP)

Profa. Dra. Raquel Fernanda Gerlach - (FORP - USP)

Eu, )

fui convidado a participar do estudo ‘Implicacoes Toxicogenéticas da

Exposicao Ambiental a Metais Durante a Gravidez”

1) Este projeto pretende basicamente estudar alguns marcadores encontrados em
nossos genes e marcadores bioquimicos (substancias comuns que existem no
seu plasma) que possam alterar as concentragcdes de metais no seu sangue e
no sangue do corddo umbilical. Isto podera nos auxiliar no entendimento de
como a intoxicacdo ambiental por metais afeta as diversas fun¢gées no nosso
organismo e se ha passagem desses metais para o bebé. Detalhando,
pretendemos estudar uma série de tais marcadores bioquimicos no seu plasma
(a parte liguida do seu sangue), bem como alguns marcadores genéticos
determinados a partir da extracdo de DNA do seu sangue e no sangue da
placenta.
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2) Sua participacao neste estudo sera:

Serao retirados, no maximo, 20mL do seu sangue, coletados por

puncao venosa utilizando técnica adequada. Este sangue sera utilizado para

realizar todo os estudos bioquimicos e genéticos mencionados acima.

Serao coletados também sangue e parte da placenta, assim que ela for
expelida apds o nascimento do bebé. Normalmente a placenta é descartada.

Com isto, encerra-se a sua participacao neste estudo.

3) NOS NAO PODEMOS E NAO GARANTIREMOS QUE VOCE RECEBERA
QUALQUER BENEFICIO DIRETO DESTE ESTUDO.

4) Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas cientificas,
nao revelard a sua identidade. Entretanto, 6rgaos governamentais ligados a
saude podem solicitar informacdes a respeito da pesquisa e identidade dos

voluntéarios nela envolvidos.

5) Vocé pode retirar 0 seu consentimento para participar deste estudo a qualquer

momento, inclusive sem justificativas e sem qualquer prejuizo para vocé.

6) Vocé tera a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento de qualquer duavida a respeito dos procedimentos, riscos,
beneficios e de outras situagdes relacionadas com a pesquisa e o tratamento a
que sera submetido. Qualquer questado a respeito do estudo ou de sua saude
deve ser ao Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos (telefone
016-602-3163), do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto (FMRP), a Dra. Silvana Maria Quintana (telefone
016-3602-2813), do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP) ou a Dra Raque Gerlach (telefone
016-3602-4065) do Departamento de Histologia da Faculdade de Odontologia
de Ribeirdo Preto (FORP). O telefone do Comité de Etica em Pesquisa da
MATER é 3962-8200
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Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condicées que me
foram apresentadas e que, livremente, manifesto a minha vontade de participar do
referido projeto.

Ribeirao Preto , de de

Assinatura do voluntério Assinatura do investigador/testemunha
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Alstract

Bockgrmund: The Walagial actians af viamin D recepar (WORS may be affacied by penetic variations i the VDR gens. While there are
imaratmic diffarences in the frequency of VDR pane vadans, dhere iz bide Japlatype indformation, espedally fram admixed pajpahiianz. We
mamined the disiribatian af genetic varant af 3 VDR palymarphioms (Bsai, Apeland Foki and haplatypes in tack and white Brazlians. We
haye alza commred gar results with thaze fram the Baphdap projest.

Fieshiods We siadied 120 saljects sef mporied ax ek, and 100 sabjects se1f mparied as white (ioal W 220, men and wamen; ape ngs: 19
55 ywemrsh, Senomic DHA vwas axtacied fram venoas Woad and the penatypes for the VDR gane polymarphizms wers determined by FOR
fillawed by resivctian frgment lengh dipestian and ga] eladiraphamsis. Baplatypes were inmed with the pragmm FHASE vear, 2.].
Rezils Whiks the dimtritration af VOR penatypes aralleles for the 5 VOR gene palymarphizms in Brazibam shawed na interethms differences
@1l P05, sigmficm diffemnces were foand far the Apol and Fokf palymarphizms in the Haphap pamabtians (hath P05, Whil na
imerathmic diffarences in the distribation af Taplatypes were frand in Brazlans (F=005, @ gnifiant differences were faand in the Haphdap
papalatianz (F= 005,

Coiaclusiogs: YOR ganatype and lnplatype differances betwesn the Braziiian papalatian and the Baphiap papabtian gives sagpart 1a the idaa
thai =ignifimani differences in haplatype stractares may ezl between ditfaret papalatios, especially admived papalaians .

B 2107 Ebevier B, ATl righis resemned

Fapwerdr: Craodype; Haplotge  Inieedede diffeeress; Fohonodpddan; Vi D regaior

1, Imtroduction alipand-aetivaed taneaniption faeter [1]. The effec s preduwcssd g

witamiin T may be affeced by several penetic varatione (single

Witamin [r amd #2 active metabolites {especially 1.25-
dihidresgreitamin Tn, of caldtisD are prmanly inveled in
neintEimng bone and sakdum hoamesstasie, bt other ivgportznt
Todes have alen been studied [1-3] Many of the biclopiealactiane
wdwitamun D are medited by vitaman D 1 eeeptor (DR, which is

* Covrageoreding asvoer Tl @ 455 25 3500 3158 ; £ 455 05 3633 2300,
E-rmail addrarr: Savea T, v be (L E Tarws-Sarvios]

OO0 ERELE - see drowtonadter € 2007 Elsaviar BV AT 6 gfs rasarved
3 1100 101 S0 e DOOT.05.000

nw:kstide polymwaphizmes; SHE) that hawe been dentified i the
WDE. gene. For esampde, SMP2 in WDE gene have been as-
sociated withaltered caleium metaboliem and tone biology [4.5].
hEgecner, yvariEticns n VDE. gene may nesdulse the suscept-
billiby b samesl, disbetes, and cardicvesoudar diseases [67).
Inerestingly, theese polmicaphismes may ales affect the susosp-
fibilify & lesd teadaity [4].

While there iz evidenss indicsting that VDE gene wanants
st with different frequensies in different ethnis groupe [4],
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and that it iz important to defme the haplotype {specdic
combmaticns of genetic markers within = chromeeome clusher
Lkeaton) structure m differente thnic groupes [4], wery few studies
havve prewided hapltype informaton demiwed fom different
populations. Ieresver, thete 12 no data regarding the frequen-
cles of WDE. alleles and haplotypes in heterogenecus popula-
tiznz such azthe present-day Brasilen populaton, which rezults
from extensive ineretnic crosses between peoples from
different sontinents including Eurepeans, AfTicans, Asmneand
autechthonous Amerindizne [4]. Defining the haplotype strus-
ture - different popublicns meay explin in part the ethnis
disparities in health rigk [10].

Wi examined the distmibution of genetis varants of 3 VDE.
polymeaphismes {Boal, dgal and Fodd) in blask and whie
Brazilianz. Based on poevicus studies showing sipnificamt
differenses in the distibuticn of other dinically relewant gene-
i vanant when black and white Brazilians were somipaned
[11,127, we hypothesized that denificant differences veould be
found in the distmibuton of genetic wvamante of VIDE
polymeaphisme and haplotypes when companng black and
white BErazilimne. We have ales compared sur results with thaee
from the Haphiap praject [137].
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3, Results andd discussich

Talbde | shenis the frequency of genotypes and alleksm bk
and white subjests meluded in the peesent study, and in subjests
meluded in the Haphiap preject [13]. The distribution of
penatypes for the 3 polymwaphizme shevwed no deviation fom
Hardy—"Winbery equilibrium. Ingoranty, the dismibtotion of
DE. penotypes o alkles for the 3 WDE gene polmerphisne in
Brazilizne shewed no differenses betwesn the tee ethme groups
fEll Perouln; Table 1) Hesswer, significant differences wens
found in the distribatien of penetypes for the dpal polymerphism
when blcke were comparsd with whiks fom the Haphbp
Frageat (PG00 Tale 19 In sddition, the distibubion of Fokf
penotypes and slkks wae signficantly diferent when blcdke
wete compared wih whites frem the Haphlsp project (both
P08 Table 1), Topether, thes fndings dhew that ethnicity
ey hawe significant effests on the disrbutsn of VDE. gene
waTEnE in seme populatons {subjdts studied in the Haphbp
maject), butnet in all pepulatiens, Indesd, the falkle for the Foil
Felymerphism wes mede commuedby found in Cauezsians then in
Afrieame [4], &= wiee hawe found for the subjects included in the
Haphlap prajeat Howewer, thes findings wete not replicaied in
the EBrmzilin populaticn, which iz an adwined population

Tegulting from mterethnic areeses betwesn peoples from different
coftinents [4].

The estivated haplotype Tequency for the 2 ethnis greupe is
shenemin Table 2. Interestingdy, we found no mterethmic differences
m the distributisn of estimated Taplatype Dequencsy m Braziliane
P Q0n; Table 2. Hewewer, significant inerethnis differenses
wieTe found i haplotype distibution in te Haphiap populations
P00 Tatle 2. In sdditen, dgnificant differences vwene found
when the dismbution of hapktype fiequency in white Brazilizne
wae sompared with that found in the Haphbp project whik
population (F-000h; Table 2 hWereswes, spnificant differences
wieTe frund when the distibution of haplotype Tequensy i bk
Brazilizne wee comipared with fhat found in the Haplap project
Hack populatien (Po005; Table X, Cutously, HY znd He
lapotypes were now found in the Haphiap project populetion,
altheugh both haplotypes were webhively sommen ameng
Brezilisne {Tabk 2. These mpotype difernoees betwesn the
Brazilizn pepudaticn and the Haphdap population gives supg-ort &
the ides that significant differenses in haplotype suctutes may
et when different pepulations ame coapared [4,17). Hoosener,
e oo naot beliewe that the difference s in haplatype distributicn iz
aily due ta the fact that the Brasilian populston iz an adndwed
pepubtion. Az discumed by Ultterlinden et al [4], the set o
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Taflel
Extirvated Baplotyper srequeremy (%] il atfede groops ard droon e Haphap
proect (Bt i Eapoiap. o)

Haplotypes T stody Hagihiaes pecjer
Bri Apal Fodd Bl e Bt W Ete

H B A F 1n.T ILE Ma 1.0

H E A f &1 a1 110 L0

H E a F o 4.5 [u} 0
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haplotypes may reflect the origin of human populatizne and ales
the pene—emvirenmentl mtersctions, oo that er=in vamEntenrdeht
have had survival andia reprodustive advantages,

The hunen gename contsing 3 black-like swctuTe 2o that
SMPe are not distributed randomdy [17,18]. hlany SHEP=z are
cemmienly found in linkage disequilibrium L0 in negions
called haploty pes blaks, whish are mwch mere mfsameative in
mrociation studies because they avedd many problems
aepeabted with mwl-SMHP analy=iz [17], ewen though the
wrigin of haplatype tlodes i not comple €y undersead [15].
W caloulated D' for the Brazilians and far the Haphiap
subjecte. InEmnstingly, we found maxmum O vales {(D'-
1.0 P f) for both bladk and white pepulatizne in the
Haphlap project, thue indicsting a very stong linkage
disequilitrium betwesn the Soad and the dpad VDR pene
polymerphisme in the Haphdap populatisne. Fokd polimor-
phizm. iz not in lindage disequilibrinm with any other VDR
polymorphism. These fmdings confimm previsus findings
[4,14]. Howewer, 0 walues for white oF black BrcilEns
wete about @ero {both P=009%), thue ndisating ne link=ge
disequilitrdum betwesn the Hoal and the dpal VDR pene
Polymerphisme in these tveo Brazilian ethnic groups. To gether,
theee rezulte give fupport to the suggestion that haplotype
blocks selected from one speaific pepulation may not predict
the hapletype bleckzin other populatiens [10, 1487, especially in
admined popubtonsas the Brazilian population. It should be
noted that the general properties of hapkdaypes in the hunan
pename =il remain wnaear [107.

In the present study, ethnicity has been defined with basiz
o gelf-report. While some censern existz when this criterion
iz uzed to define ethnicity, self-report haz been valued &= one
of the best ariteria [1%] Howewer, it shauld be need that
ethnicity iz =ill a @iher deficently defined concept when
leddng for misk factors asseciated with different dizemses
Thiz & due & the fast that mest sommaen diseases result from
the interzeticn betwesn genetic, envirenmental, and soeial
fagters [20217]. The =tudy of haplotypes assodakd with
disemmes will affer meme definitive data regarding health sk,
ewenl thewph ethnicty may provide weeful mfemmatizn in

Fome cases becauee it offeTs 3 alue that ceThin penetic war-
1ants may be found [12,22],

In cemclusien, we found ne significant interethnis differ-
enezin the dismbutien of some VEE gene pobymerphismes in
the sdmiced Brazilian populaton, altheuweh sgnifisant differ-
e wete found in the HaphEp projest population. Tlsybe
Teend & impeeTtantly, Reodeewer, we found ne interethnis differences
m the VDE gene haploiype distibuticn in the Brazilan
TopuEtion slthough sgnificant differences were found in the
Haphiap projest population. It & highly peesible that WDE.
haplotype bleckes fom one pepulatien may not be extmpobid
o othet populatians, especially admived populatons.
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Abstract

Objectives: To compare lead (Pb) concentrations in serum versus heparin plasma
separated from blood collected with or without vacuum, and to examine the effects
of sample standing time on Pb concentrations measured in serum, heparin plasma,
and EDTA plasma.

Design and Methods: We studied plasma and serum samples from twelve healthy
subjects. Blood samples were collected via venous drainage phlebotomy with and
without vacuum into trace metal free tubes containing no anticoagulants (serum),
or lithium heparin, or EDTA (to obtain plasma). Variable sample standing time
(0,5, and 30 min) prior to centrifugation were allowed. Plasma and serum Pb and
iron concentrations were determined by inductively coupled plasma mass
spectrometry. Plasma and serum cell-free hemoglobin concentrations were

measured.

Results: Pb concentrations in serum and in heparin plasma from blood samples
collected with or without vacuum were similar and not associated with significant
changes in iron or hemoglobin concentrations. The sample standing time
(up to 30 min) did not affect Pb concentrations in serum or in heparin plasma,
which were approximately 50% lower than those found in EDTA plasma.

Conclusions: Serum or heparin plasma separated from blood samples collected
via venous phlebotomy with or without vacuum are appropriate medium to assess

Pb concentrations, independently of the sample standing time.

Key words: lead; plasma; serum.
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Introduction

Lead (Pb) exposure is widely recognized as a serious environmental
health problem. Although the precise mechanisms involved in Pb toxicology are not
fully understood, a few mechanisms and causal association between lead
exposure and cancer or cardiovascular diseases have been suggested[1-5].
These findings have justified major efforts to monitor human exposure to Pb.
However, the appropriate selection and measurement of biomarkers of Pb
exposure are still widely discussed[6]. In this regard, whole blood has been
considered the primary biological fluid for assessment of Pb exposure, both for
screening and diagnostic purposes. While whole blood Pb measurements reflect
recent exposure, past exposures may also be represented in them, as a result of
Pb mobilization from bone back into blood[6 ,7]. Importantly, there has been
renewed interest in biomarkers that may improve the diagnose and evaluate the
extent of lead exposure, and the plasma Pb levels are probably of great relevance
as markers of exposure, distribution, and health risks associated with Pb,
especially in some populations[8 ,9]. This is because the toxic effects of lead are
primarily associated with the most rapidly exchangeable fraction (the plasma
fraction) of lead in the bloodstream[6], which is the fraction associated with the
harmful effects of Pb[1 ,10].

Many serious errors may be introduced during the procedures from
sample collection to the ultimate measurement of Pb concentrations, especially in
plasma or serum samples[11]. For example, as Pb has much higher concentrations
in erythrocytes than in plasma samples, hemolysis may induce the release of Pb
from erythrocytes and lead to unreliable results. Therefore, hemolysis should be
assessed by measuring hemoglobin or iron concentrations in the plasma or in the
serum samples in order to make sure that reliable plasma or serum Pb results are
obtained[12]. Indeed, mild hemolysis may lead to 30% artificially higher Pb
concentrations[13], and it is not clear if serum or plasma is the best
medium[13-15]. Moreover, Smith et al[12] suggested that serum Pb concentrations
increase by more than 400% with standing time prior to centrifugation.
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This increases in serum Pb concentrations were associated with increases in
serum Fe concentrations, thus suggesting that serum Pb determinations are
susceptible to a time-dependent artificial increase[12]. However, this suggestion
was based on measurements carried out in serum samples from only one
subject[12].

In the present study, we carried out a detailed investigation on how
different the Pb concentrations are in serum versus heparin plasma samples.
This analysis was carried out using blood samples collected via venous
phlebotomy with or without vacuum, and careful assessment of hemolysis was
performed by measuring iron concentrations. Moreover, we studied the effects of
sample standing time (up to 30 min) on Pb concentrations measured in serum,
heparin plasma, and EDTA plasma samples. We studied cell-free hemoglobin and
iron concentrations to examine whether significant hemolysis results from

increasing sample standing time.

Materials and Methods
Materials

High purity de-ionized water (resistivity 18.2m Q cm) obtained by a
Milli-Q water purification system (Millipore, Bedford, MA, USA) was used
throughout. All reagents used were high purity analytical grade. All chemical
solutions used for Pb determination were stored in high-density polypropylene
bottles. Whole blood and plasma samples were stored in 2mL tubes at -80° C.
All tubes, plastic bottles, autosampler cups, and glassware materials were cleaned
by soaking in 10% v/v HNOj for 24h, rinsing five times with Milli-Q water and dried
in a class100 laminar flow hood located inside the class 10000 clean room.
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Subjects, blood collection, and evaluations

The present work was carried out in accordance with the ethics
standards of the Helsinki Declaration. We studied twelve healthy subjects,
aged from 24 to 32 years, living in Ribeirao Preto, SP, Brazil, and apparently not
environmentally exposed to lead. Before collection, the site of venipuncture was
cleaned with alcohol and MilliQ water.

Three major evaluations were carried out. In the first evaluation,
we examined whether any differences exist when venous blood samples are
collected via venous drainage phlebotomy with and without vacuum, we carried out
simultaneous venous blood drawing from 12 volunteers. Blood samples were
collected via venous drainage phlebotomy using a gauge-18 catheter and via
vacuum venous phlebotomy using a gauge-21 Vacutainer needle. These venous
blood samples were collected into trace metal free tubes (Becton-Dickinson, Brazil)
containing no anticoagulants (to obtain serum) or into trace metal free tubes
containing lithium heparin (to obtain plasma). Blood samples were immediately
centrifuged (800 x g, 6min) to separate plasma from whole blood. In the second
evaluation, we examined the effects of sample standing time after blood drawing
on serum or plasma Pb, Fe, and cell-free hemoglobin concentrations.
Venous blood samples were collected into trace metal free tubes containing no
anticoagulants (to obtain serum), or into trace metal free tubes containing lithium
heparin (to obtain heparin plasma), or into trace metal free tubes containing EDTA
(to obtain EDTA). Immediately after collection, samples were allowed to stand for
0, 5 or 30 min at room temperature (25°C) prior to centrifugation (800 x g, 6min).
In the third evaluation, we examined the effects of increasing EDTA concentrations
on plasma Pb concentrations. This evaluation was done by adding either the
recommended volume of blood (1X), 1.5 (1.5X), or 3.0 (3.0X) times as much as
that volume into trace metal free tubes containing EDTA. Blood samples were
immediately centrifuged (800 x g, 6min) to separate plasma from whole blood.

Each plasma or serum fraction were then pipetted into two ultra-cleaned
eppendorffs tubes (2mL) and immediately frozen at -80°C until used for analysis.
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Measurement of whole blood, plasma, and serum lead and iron

concentrations

Whole blood, plasma, and serum samples were analyzed by Inductively
Coupled Plasma Mass Spectrometry as previously described (ICP-MS,
Perkin Elmer 6100)[16 ,17]. Briefly, 300uL of each sample was diluted 1:10 with a
solution containing ammonia (0.04mol/L), disodium ethylenediaminetetraacetic
dehydrate (NaEDTA; 200mg/L) and Triton X-100 (100mg/l). The detection limit for
lead was 0.001ug/l. Iron levels in plasma were also obtained by ICP-MS from each
sample to check for hemolysis. Because there is no commercially available plasma
or serum certified Reference Material for plasma lead measurements, we checked
for the accuracy of our results by analyzing serum reference materials produced by
the New York State Department of Health.

Measurement of plasma and serum cell-free hemoglobin concentrations

This method involves the use of a peroxidase reaction to measure
plasma or serum hemoglobin concentrations. Free hemoglobin oxidizes
3,3°,5,5-tetramethylbenzidine (TMB) in the presence of hydrogen peroxide. In the
present study, we used a kit from Sigma Diagnostics (St. Louis, MO, USA), which
utilizes this reaction. Briefly, the procedure involves adding 2.0ml of TMB reagent
to 0.01ml of plasma, mixing, and then adding 2.0ml of H>O,. Exactly ten min after
the addition of H,O,, the absorbance is read at 600nm and the concentration of

hemoglobin is calculated according to the manufacturer’s instructions.

Statistical analysis

Possible differences in each evaluation were assessed by paired
Student’s t test or repeated measurements one-way analysis of variance followed
by a post hoc Tukey test. Data were reported as the mean £ S.D., and P<0.05 was

considered significant throughout.
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Results

The results found during the first evaluation are shown in figure 1.
We found similar Pb concentrations, both in serum and in heparin plasma derived
from venous blood samples were collected via venous drainage phlebotomy with or
without vacuum (fig. 1A; both P>0.05). Interestingly, we fond no significant
differences when the iron concentrations were in serum and in heparin plasma
were compared, either in venous blood samples collected via venous drainage

phlebotomy with vacuum or without vacuum (fig. 1B; both P>0.05).

In the second evaluation, we found no significant changes in serum,
heparin plasma, or EDTA plasma Pb concentrations when the respective blood
samples were standing for up to 30 min prior to centrifugation (fig. 2A).
However, significantly higher Pb concentrations were found in EDTA plasma
samples compared with serum or with heparin plasma samples, independently of
the sample standing time prior to centrifugation (fig. 2A; all P<0.05). In addition,
we found no significant differences when the iron or cell-free hemoglobin
concentrations in serum, heparin plasma, or EDTA plasma were compared
(figs. 2B and 2C; all P<0.05).

Finally, we found that increasing EDTA concentrations were associated
with increased plasma Pb concentrations (fig. 3; P<0.05). Indeed, we found
approximately 60% and 150% higher plasma Pb concentrations when EDTA
concentrations increased by 50% and 200%, respectively (fig. 3; both P<0.05).

Discussion

The major findings of the present study were: (i) the Pb concentrations
found in serum and in heparin plasma separated from blood samples collected via
venous phlebotomy with or without vacuum are similar and not affected by
significant hemolysis. (ii) The sample standing time (up to 30 min) does not

significantly affect Pb concentrations measured in serum or in heparin plasma
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samples, whereas EDTA plasma samples have artificial higher Pb concentrations,
independently of blood sample standing time. (iii) The use of EDTA tubes
produces artificially higher plasma Pb concentrations that are dependent on EDTA

concentrations.

While whole blood has been the primary fluid to diagnose lead
exposure, largely because blood lead sampling is recognized as a relatively easy
procedure, other biomarkers of internal dose for lead have been proposed,
including serum or plasma Pb concentrations[6]. Although there is controversy on
this matter[14], it is possible Pb concentrations in serum or plasma may reflect Pb
exposure, distribution, and health risks associated with Pb because the toxic
effects of Pb are primarily associated with its most rapidly exchangeable fraction in
the bloodstream[18]. While there are few studies showing any relationship between
serum or plasma Pb concentrations and the toxic effects produced by this metal, it
is clear that these biomarkers deserve further studies[14].

Our results showing similar Pb concentrations in serum and in heparin
plasma separated from blood samples collected via venous phlebotomy with or
without vacuum suggest that hemolysis is not a limitation to the use of phlebotomy
with vacuum. This is important because this is a much more convenient way to
collect blood, especially when studying many subjects. The similar results in serum
and heparin plasma samples confirm previous results showing that serum and

“low-Pb heparin” (ultraclean plasma) have comparable Pb concentrations[12].

We found no significant changes in serum or in heparin plasma Pb
concentrations when venous blood samples were standing for up to 30 min prior to
centrifugation. While our heparin plasma results are in agreement with a previous
report[12], our serum samples results are in contrast with those reported by Smith
et al[12]. They found major increases in serum Pb concentrations with standing
time prior to centrifugation, which were associated with increases in serum iron
concentrations[12]. Although we have no precise explanation for this discrepancy,
the conclusions by Smith et al were based on the analysis of serum from only one
subject[12]. In support of lack of significant increases in serum Pb concentrations
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with increasing sample standing time, we found no significant changes in serum
iron or hemoglobin concentrations. Together, our findings suggest that serum or
heparin plasma samples could be used to assess serum or plasma Pb

concentrations.

Finally, our results agree with previous reports[12 ,14 ,19] showing that
EDTA tubes should not be used to measure plasma Pb concentrations.
Interestingly, we confirmed previous findings showing that heparin plasma samples
have approximately 50% lower Pb concentrations as compared with those fond in
EDTA plasma samples[12 ,19]. In addition, we found higher Pb concentrations in
EDTA plasma samples that were independent of the sample standing time.
These increases were associated with lack of significant increases in iron or cell-
free hemoglobin concentrations, thus supporting a previous suggestion that EDTA
may cause Pb redistribution from erythrocytes to the plasma fraction[19], and not
due to hemolysis. The huge increases in plasma Pb concentrations resulting from
increased EDTA concentrations indicate that the bias associated with the use of
EDTA tubes to assess plasma Pb concentrations is proportional to the final EDTA

concentration.

In conclusion, we found that serum or heparin plasma separed from
blood samples collected via venous phlebotomy with or without vacuum are
appropriate medium to assess Pb concentrations, independently of the sample

standing time (up to 30 min).
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Legends for figures:

Figure 1- Effects of different methods used to collect blood samples. Panel A
shows Pb concentrations in serum or plasma samples separated from
whole blood samples collected into trace metal free tubes (Becton-
Dickinson, Brazil) containing no anticoagulants (serum) or lithium
heparin (plasma). Blood samples were collected via venous drainage
phlebotomy without vacuum and using a gauge-18 catheter (Catheter)
or via vacuum venous phlebotomy using a gauge-21 Vacutainer needle

(Vacutainer).

The bars show the means + S.D. (N=12/group).

Figure 2- Effects of sample standing time after blood drawing on serum or plasma
Pb (panel A), Fe (Panel B), or hemoglobin (Panel C) concentrations.

The bars show the means + S.D. (N=12/group).

*P<0.05 versus respective Serum or Heparin.

Figure 3- Effect of increasing EDTA concentrations on plasma Pb concentrations
were examined by adding either the recommended volume of blood
(1X), 1.5 (1.5X), or 3.0 (3.0X) times as much as that volume to tubes
with EDTA.

*P<0.05 versus 1X.
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