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RESUMO 

Devido ao aumento das evidências de que o desenvolvimento mental das crianças 

pode ser afetado quando elas apresentam concentrações de chumbo no sangue < 10 µg/dL, 

estudos a respeito de novos biomarcadores de dose interna são necessários, principalmente 

para se obter informações em relação à exposição de populações residentes em áreas sem 

contaminação conhecida pelo chumbo. No Brasil, não existe programa nacional para 

detecção de crianças contaminadas por este metal, as quais são as mais vulneráveis aos 

efeitos neurológicos resultantes da exposição crônica a baixas concentrações de chumbo, 

entretanto, alguns estudos mostraram altas concentrações de chumbo no esmalte superficial 

de dentes decíduos de crianças brasileiras. Os objetivos deste estudo foram: 1) determinar e 

correlacionar a concentração de chumbo de crianças residentes no Bairro Campos Elíseos 

de Ribeirão Preto, no sangue total, soro, saliva e amostras de esmalte superficial in vivo; 2) 

comparar a concentração de chumbo encontrada nos diferentes biomarcadores de acordo 

com a presença ou ausência de anemia; 3) avaliar a influência dos polimorfismos da ALAD 

e VDR nos níveis de chumbo dos diferentes biomarcadores. 444 crianças, com idades entre 

6 e 8 anos, participaram deste estudo. Amostras de sangue, soro, saliva total, saliva 

submandibular e da parótida foram coletadas. Duas microbiópsias de esmalte sucessivas 

foram realizadas em dente decíduo e permanente, nas quais o fósforo foi determinado 

colorimetricamente, para calcular sua profundidade. As concentrações de chumbo no 

sangue, soro, saliva e esmalte dental foram determinadas por espectrometria de massa com 

plasma indutivamente acoplado (ICPMS). O limite de detecção (LD) do método foi 0,03 

µg/L e 0,02 µg/L para o soro e saliva, respectivamente. A concentração de hemoglobina foi 

determinada pelo contador de células Micros – ABX. Os genótipos para os polimorfismos 

da ALAD e VDR foram determinados por PCR e enzimas de restrição. Para a realização 

das análises de correlação, as crianças foram divididas em 2 grupos de acordo com a 

concentração de chumbo no sangue (< 4 and ≥ 4 µg/dL) e no  esmalte dental (< 400 e ≥ 400 

µg/g). O nível de significância utilizado em cada uma das estatísticas foi de 0,05. Os níveis 

de chumbo no sangue e no soro variaram de 0,2 a 9,4 (mediana, 2,1) µg/dL e < LD a 2,6 

(mediana, 0,4) µg/L, respectivamente. Dez por cento das crianças apresentaram 

concentração de chumbo no sangue ≥ 4 µg/dL. Os meninos mostraram quantidades de 

chumbo no sangue total significantemente maiores  do  que  as   meninas  (2,3  versus  2,0  
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µg/dL, p<0.0003). As concentrações de chumbo na saliva total, sublingual e parótida  

foram 1,7;  1,4 e  1,3 µg/L,  respectivamente.  Não houve correlação entre a concentração 

de chumbo no sangue e soro e nem entre chumbo no sangue e saliva. Também não 

encontramos correlação entre concentração de chumbo no soro e saliva. Nas profundidades 

de 3,1 e 7,0 µm, a mediana da concentração de chumbo, para a primeira e segunda 

microbiópsias nos decíduos, foi 109,3 e 45,9 µg/g, respectivamente. Para a primeira e 

segunda microbiópsias nos permanentes, a mediana da concentração de chumbo foi de 

308,3 e 99,7 µg/g, respectivamente, e a mediana de suas profundidades 2,9 e 6,0 µm, 

respectivamente. Não houve correlação entre concentração de chumbo no sangue e no 

esmalte dental. Nove (n= 35) e 3% (n= 12) das crianças apresentaram concentração de 

chumbo ≥ 400 µg/g na superfície do esmalte decíduo, para a primeira e segunda 

microbiópsias, respectivamente, e 33 (n= 92) e 7% (n= 18) tiveram chumbo ≥ 400 µg/g no 

esmalte permanente, para a primeira e segunda microbiópsias, respectivamente. Uma forte 

e significante correlação entre chumbo no plasma e no esmalte foi encontrada apenas para 

crianças que possuíam concentração de chumbo no esmalte superficial ≥ 400 µg/g (r= 0,65, 

p< 0,0001, para decíduos e 0,51, p< 0,0001, para permanentes). Além disso, não 

encontramos correlação entre chumbo no esmalte e chumbo nas salivas. Nenhuma 

diferença estatística foi encontrada entre a distribuição dos alelos da ALAD e VDR (para os 

polimorfismos BsmI, ApaI e FokI) e chumbo no sangue, soro e esmalte. Nossos resultados 

mostram uma exposição indevida ao metal na população de 6-8 anos, residente no bairro 

dos Campos Elíseos (Ribeirão Preto, SP), com 10% das crianças com concentração de 

chumbo no sangue entre 4,0 e 9,4 µg/dL. Uma forte e significativa correlação foi 

encontrada somente entre a concentração de chumbo no soro e no esmalte dental, nas 

crianças que foram mais expostas ambientalmente ao metal. Os dados sugerem que as 

fontes em que as crianças estão expostas ao chumbo merecem mais estudos no Brasil, 

assim como dados de concentrações do metal no sangue total de crianças mais novas, pois 

já está descrito que os níveis de chumbo no sangue < 10 µg/dL podem causar danos 

neurológicos às crianças. 

 

 Palavras chave: chumbo, biomarcadores, crianças, microbiópsia de esmalte, dentes 

decíduos, anemia, polimorfismo da ALAD, polimorfismos do VDR. 
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ABSTRACT 
 

With increasing evidence of adverse health effects of lower levels of lead (below 

10 µg/dL in whole blood), studies on novel internal dose biomarkers are needed. In Brazil, 

some studies showed high amounts of lead in the superficial enamel of deciduous enamel. 

The aim of this study was 1) to determine and to correlate the lead concentration in children 

living in Campos Elíseos district (in Ribeirao Preto, SP, Brazil), in whole blood (BL), 

serum, saliva, and surface enamel; 2) to correlate lead concentrations found using these 

biomarkers with anemia; 3) to evaluate the influence of ALAD and VDR polymorphisms 

on lead concentrations in these biomarkers. 444 children aged 6-8 years were enrolled in 

this study. BL, serum, parotid, submandibular and whole saliva were collected in trace 

element free tubes. Two successive acid etch enamel microbiopsies were performed on one 

deciduous and one permanent teeth. Phosphorus was colorimetrically determined to 

calculated microbiopsy depth. Lead concentrations were determined by inductively coupled 

plasma mass spectrometry (ICPMS). The detection limit (DL) was 0.03 µg/L (serum) and 

0.02 µg/L (saliva). The hemoglobin level was determined by an automated cell counter 

(Micros – ABX). Genotypes for the ALAD and VDR polymorphism were determined by 

PCR and restriction fragment length digestion. For correlations, children were subdivided 

in two groups according to BL concentration (< 4 and ≥ 4 µg/dL) and enamel lead 

concentration (< 400 and ≥ 400 µg/g). Statistical significance was accepted when p< 0.05. 

BL and serum lead levels ranged from 0.2 to 9.4 (median, 2.1) µg/dL and < DL to 2.6 

(median, 0.4) µg/L, respectively. 10% of the children showed BL above 4 µg/dL. Boys 

showed higher BL concentrations than girls (2.3 versus 2.0 µg/dL, p< 0.0003). Lead 

concentrations in whole, sublingual and parotid saliva were 1.7, 1.4 and 1.3 µg/L, 

respectively. No correlations between BL and serum, and between BL and saliva lead 

concentrations were found, nor between serum lead versus whole, sub and parotid lead 

values. The median lead concentrations found in the first and second deciduous tooth 

enamel microbiopsy were 109.3 and 45.9 µg/g, respectively, when median biopsy depths 

were 3.1 and 7.0 µm. For the first and second microbiopsies in permanent teeth, median 

lead concentrations were 308.3 and 99.7 µg/g, respectively, and median biopsy depths were 

2.9 and 6.0 µm, respectively. There was no correlation between BL and enamel lead. Nine  
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% (n= 35) and 3% (n= 12) of the children  showed surface  enamel lead   levels  in  the   

first  and  second   deciduous  enamel  microbiopsy  ≥  400  µg/g, respectively, and 33% 

(n= 92) and 7% (n= 18) had lead ≥ 400 µg/g in the first and second permanent enamel 

microbiopsies, respectively. A significant correlation between serum and enamel lead levels 

was found for children with surface enamel lead concentrations ≥ 400 µg/g (r= 0.65, p< 

0.0001 for deciduous and 0.51, p< 0.0001 for permanent teeth). No correlation was found 

between lead content in enamel and saliva. No difference between the distribution of 

ALAD alleles and among VDR alleles (for BsmI, ApaI and FokI polymorphisms) and BL, 

serum and enamel lead levels was found. In conclusion, our data showed an undue 

exposure in the study population of 6-8-years-old children living in Campos Elíseos 

(Ribeirão Preto, SP), as observed in the BL and enamel samples. We found a strong 

correlation between serum and enamel lead levels only for children who were probably 

more exposed to lead. Our data suggests that sources of exposure to lead by children 

deserve further studies in Brazil, as well as the BL lead levels of younger children. 

    

Key words: lead, biomarkers, children, enamel microbiopsy, deciduous teeth, anemia, 

ALAD polymorphism, VDR polymorphism, whole blood, serum, saliva.   
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1 INTRODUÇÃO E REVISÃO DA LITERATURA 

Histórico 

O chumbo inorgânico é, sem dúvida, uma das mais antigas toxinas ambientais 

(Gidlow, 2004). É um elemento que existia em concentrações muito baixas na atmosfera e 

superfície da Terra até surgirem as atividades humanas de fundição de metais, na Idade dos 

Metais (de 5000 a.C. a 1500 a.C, aproximadamente). Nessa época, algumas comunidades 

descobriram a extração e fusão de metais, o que permitiu a fundição de ferramentas e 

armas. Dentre os metais utilizados, o chumbo passou a ter uma grande importância devido 

ao seu baixo ponto de fusão (327ºC), sendo, por isso, facilmente utilizado em várias 

aplicações.  

Já no Império Romano (509 a.C. a 476 d.C), o chumbo passou a ser tão 

fundamental para sociedade, que existem registros que mostram que a invasão do norte da 

Europa pelos romanos teria também o objetivo de conseguir mais fontes de minério de 

chumbo (a galena), muito comum na Grã-Bretanha (Warren, 2000). A produção de chumbo 

pelos romanos naquele período era enorme, chegando a bater um verdadeiro record 

histórico. A produção industrial do metal per capita daquela época (cerca de 8 x 104 tons/5 

x 107 pessoa/ano durante o período de 50 a.C. à 150 d.C.) pôde, inclusive, ser comparada à 

dos E.U.A dos anos 80 (1,5 x 106 tons/2 x 108 pessoa/ano) (Patterson et al., 1987).  Como 

a produção industrial do chumbo iniciou-se há pelo menos 5.000 anos, é provável que 

surtos de intoxicação tinham ocorrido a partir deste momento.  

Gilfillan (1965) foi o principal promotor da idéia de que a decadência do Império 

Romano ocorreu, dentre outros fatores, devido ao elevado grau de intoxicação por chumbo 

de seus estadistas e próceres administrativos. As afirmações de Gilfillan, de que os romanos 

foram gravemente intoxicados por ingerir quantidades excessivas de chumbo, foram 

baseadas em medidas do metal em amostras de ossos romanos. Suas alegações foram 

sustentadas por outros autores, que também estudaram chumbo em amostras similares 

(Waldron & Wells, 1979).  

Assim, nesse período do Império Romano, houve o primeiro incremento de 

chumbo na crosta terrestre, quantificado nas camadas de gelo das geleiras do pólo norte 

(Hong et al., 1994). Os teores do metal estiveram cerca de 4 vezes acima dos níveis 
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originais, entre os anos de 500 a.C. e 300 d.C., sendo que as concentrações de chumbo 

somente voltaram a tais níveis depois do declínio do Império, mas se elevaram de maneira 

constante com a mineração ressurgida na Europa (Nriagu, 1996).  

Após essa contaminação inicial da crosta terrestre, o período seguinte de grande 

incremento nas concentrações atmosféricas de chumbo foi o período da Revolução 

Industrial Européia, nos séculos XVIII e XIX, em que houve grande aumento da poluição 

atmosférica pelas emissões industriais (Warren, 2000). Desse modo, embora a referida 

Revolução tenha construído os alicerces para as culturas ocidentais atuais, causou, em 

contrapartida, um aumento na produção e utilização de chumbo na América do Norte e 

Europa após 1750 (Patterson et al., 1987). O metal foi causa importante de morbidade e 

mortalidade durante a Revolução Industrial e o controle formal efetivo da intoxicação dos 

trabalhadores por chumbo não ocorreu até o estudo pioneiro em saúde ambiental de Ronald 

Lane em 1949 (Lane, 1949). Posteriormente, agências governamentais de vários países 

passaram, gradualmente, a assumir a responsabilidade pela implementação de ações 

diagnósticas e preventivas, que seriam utilizadas para a prevenção da saúde dos 

trabalhadores industriais. Isto estabeleceu o conceito, o qual se tornou amplamente aceito, 

de que a intoxicação por chumbo era um risco ocupacional. 

O chumbo tetraetila foi descoberto ser um eficaz agente antidetonante por Thomas 

Midgley em 1921, quando trabalhava para uma pesquisa da “General Motors”, e, assim, 

passou a ser utilizado como aditivo da gasolina. Este fato causou outro aumento dos níveis 

de chumbo na atmosfera, e conseqüente acúmulo na crosta terrestre (Warren, 2000). 

Contudo, devido à sua alta toxicidade, vários pesquisadores, incluindo Midgley, foram 

intoxicados pelo chumbo, sendo que dezenas deles morreram. Não obstante tais fatos, em 

1924, a “Standard Oil de New Jersey” (Esso/Exxon) e a “General Motors” criaram a “Ethyl 

Gasoline Corporation” para produzir e comercializar o chumbo tetraetila.  

Já nos finais dos anos 40 e início dos anos 50, Clair Cameron Patterson 

acidentalmente descobriu a poluição causada pelo chumbo tetraetila no ambiente, enquanto 

determinava a idade da Terra. Como tentava medir o teor de chumbo em rochas muito 

antigas, as leituras foram inexatas, devido ao chumbo do ambiente ter contaminado suas 

amostras. Ele foi, então, forçado a trabalhar em uma sala limpa para manter suas amostras 
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livres de contaminação. Depois de chegar a uma estimativa bastante precisa da idade da 

Terra, voltou suas investigações para o problema da contaminação por chumbo, 

examinando geleiras de países como a Groenlândia. Percebeu que a contaminação 

ambiental pelo chumbo datava do tempo em que, aproximadamente, o chumbo tetraetila 

tinha se tornado amplamente utilizado como um aditivo para combustíveis na gasolina. 

Devido às suspeitas de poluição causada pelo chumbo tetraetila e consciente dos perigos do 

chumbo para a saúde, Clair Cameron Patterson foi um dos primeiros oponentes ao seu uso. 

No entanto, a indústria do chumbo era poderosa e, utilizando-se de suas influências para 

proteger suas práticas, pressionou os chefes de sua universidade a mantê-lo em silêncio. Ele 

foi, ainda, excluído do Conselho Nacional de Pesquisa dos E.U.A. de 1971, apesar do fato 

de ser o principal especialista em chumbo atmosférico (Davidson, 1998). 

Em virtude da longa história da toxicidade do chumbo e de extensas publicações 

(o chumbo é provavelmente a toxina ambiental mais amplamente estudada), qualquer um 

pensaria que a exposição ao chumbo é controlada e a intoxicação por este metal foi 

meramente uma ocorrência histórica já devidamente corrigida. Infelizmente, este não é o 

caso.  

 

Medidas de chumbo implementadas nos E.U.A. 

Os trabalhos que provaram que o chumbo é realmente muito tóxico e que interfere 

irreversivelmente em funções importantes para o desenvolvimento psicomotor de crianças, 

embora aceitos no meio científico, trouxeram como conseqüência a perseguição a Herbert 

Needleman, o pesquisador que propôs que o chumbo utilizado pelas indústrias dos E.U.A. 

era tóxico a crianças (Needleman, 2005). Isso mostra que, atualmente, mesmo hipóteses 

lógicas são dificilmente provadas, isto porque a ciência está sujeita a condições sociais.  

Pela grande pressão da sociedade civil e pela notória contaminação dos ambientes 

urbanos de algumas cidades americanas, há atualmente nos E.U.A. um programa nacional 

para detecção de crianças contaminadas por chumbo. Nesse programa, o sangue é utilizado 

como marcador de contaminação, e as coletas são realizadas anualmente em todas as 

crianças pertencentes a grupos de risco naquele país, sendo todas as amostras analisadas em 
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laboratórios credenciados por um único Centro de referência (Wadsworth Center) (Parsons, 

2007, comunicação pessoal).  

O chumbo tem uma meia vida de 40 dias no sangue, sendo em seguida depositado 

principalmente nos ossos e dentes (Smith, 1996). Por esse motivo, coletas anuais podem 

não refletir o grau de exposição da população, uma vez que o sangue reflete 

majoritariamente exposições agudas. Entretanto, pelo grande número de coletas (anuais) em 

todos os indivíduos da população, a probabilidade de se encontrar indivíduos contaminados 

aumenta nesse sistema implementado nos EUA. No caso de países em que esse sistema não 

é adotado, a coleta esporádica de sangue de alguns indivíduos de uma população 

dificilmente refletirá o grau de exposição desta população ao chumbo, especialmente se 

essas coletas não forem feitas de forma sistemática, baseadas em desenhos epidemiológicos 

adequados e com intervalos bem definidos.  

Para lidar com a ameaça do chumbo à saúde humana, várias políticas e estratégias 

de redução da emissão de chumbo têm sido preparadas pelas autoridades de proteção 

ambiental em muitos países e organizações internacionais.  Entretanto, em muitos países, a 

percepção da contaminação por chumbo pela sociedade civil e autoridades de saúde como 

um problema grave de saúde publica ainda não existe (Shen et al., 1998). 

 

Descrições de contaminações de crianças no Brasil 

Apesar das medidas de controle estabelecidas por lei, intoxicações agudas e 

crônicas por chumbo foram documentadas no Brasil (Paoliello et al., 2002). Em nosso país, 

há poucos estudos sobre exposição ao chumbo em crianças e, os que existem, resultam de 

coletas esporádicas e amostras relativamente pequenas de indivíduos (Paoliello & De 

Capitani, 2007).  

Nos últimos anos, vários episódios de contaminação por chumbo, principalmente 

em crianças, têm surpreendido algumas cidades industrializadas brasileiras (Araujo et al., 

1999). Em Santo Amaro da Purificação, BA, pesquisadores detectaram altos níveis de 

chumbo no sangue de crianças que moravam próximo a uma fundição de chumbo 

desativada (Carvalho et al., 1985, 2003; Silvany-Neto et al., 1996). Em Bauru, SP, num 

raio de 1 km ao redor de uma fábrica de baterias, de Freitas et al. (2007) encontraram que 
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37% das crianças avaliadas apresentavam concentração de chumbo no sangue acima de 10 

µg/dL. Após a implementação de medidas de controle na área, essa concentração diminuiu 

em 46%, considerando a reavaliação de 241 crianças com chumbo > 10 µg/dL.  

Entretanto, até o momento, ainda não há trabalhos que descrevem o grau de 

contaminação ao chumbo em crianças de populações aparentemente não expostas ao metal, 

realizados com amostras de sangue de um grande número de indivíduos. 

Gomes et al. (2004), analisaram os níveis de chumbo encontrados no esmalte 

superficial de 2 grupos de pré-escolares de Piracicaba, SP, um residente em uma região 

industrial e outro residente numa região não industrial e verificaram uma diferença 

estatisticamente significante quando os resultados obtidos foram comparados entre os dois 

grupos. Esses resultados demonstraram que também no Brasil as crianças estão expostas a 

níveis mais altos de chumbo em alguns ambientes, particularmente em regiões 

industrializadas de cidades. 

Em 2004, determinamos a concentração de chumbo na saliva total e na superfície 

do esmalte de dentes decíduos in vivo de 247 crianças (4-6 anos) de 7 Escolas Municipais 

de Educação Infantil localizadas em diferentes bairros de Ribeirão Preto, SP (cidade sem 

histórico de contaminação por chumbo), e de 26 crianças de uma região notoriamente 

contaminada por chumbo em Bauru, SP, nas imediações da Fábrica de Baterias Ajax. Os 

resultados desse trabalho indicaram que crianças residentes em regiões contaminadas 

apresentam cerca de 4 vezes mais chumbo no esmalte (Costa de Almeida et al., 2007) e 3,5 

vezes mais chumbo na saliva total (Costa de Almeida et al., 2008 - Apêndice I) quando 

comparadas com crianças residentes em cidades sem uma fonte de contaminação 

conhecida. Além disso, verificamos também que mesmo com a amostragem de 20 a 30 

crianças por grupo, é possível identificar regiões mais e menos contaminadas em uma 

cidade, como aconteceu em Ribeirão Preto, SP, onde foi encontrada uma região da cidade 

(Bairro dos Campos Elíseos) na qual 30% das crianças apresentaram concentrações de 

chumbo iguais à mediana da concentração descrita para as crianças de Bauru (de Almeida 

et al., 2008).   

 

Fontes de exposição 
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As fontes de exposição ao chumbo não são as mesmas em todos os países (Bloch 

et al., 1998). A exposição ao chumbo pode ocorrer por meio de alimentos, água e poeira 

contaminados, encanamentos revestidos com chumbo, atividades industriais como 

mineração e processamento de chumbo, além de fábricas de reciclagem de baterias, 

cerâmicas e tintas (Lappalainen & Knuuttila, 1979; Lanphear et al., 1998; Warren, 2000; 

Ryan et al., 2004; Babosa et al., 2005; Nriagu et al., 2006).  

No Brasil a indústria produtora de chumbo produz cerca de 0,003% da produção 

mundial, sendo que nos últimos anos, esse quadro tem sofrido um declínio significante. 

Atualmente, os principais consumidores de chumbo no país são os fabricantes de baterias 

(80%), seguido por óxidos e pigmentos (12%) e setores elétricos e eletrônicos (8%) 

(Paoliello & De Capitani, 2005).  

 

Toxicocinética do chumbo 

A absorção do chumbo se dá pelas vias aéreas superiores, no caso de poluição do 

ar, ou por ingestão e absorção através do trato gastrointestinal (Calabrese et al., 1996). 

Quando ocorre absorção gastrointestinal, a porcentagem de absorção é diferente, em se 

tratando de adultos e crianças. Enquanto os indivíduos adultos absorvem em torno de 10 a 

15% e armazenam cerca de 5% do que é absorvido, as crianças absorvem cerca de 41,5% e 

retém 38,1% (Ziegler et al., 1978). Associado a isso, as crianças são mais suscetíveis à 

intoxicação devido ao hábito de levar as mãos e objetos à boca e à elevada taxa respiratória 

(Lin-Fu, 1973; Bellinger, 2004). 

A fração de chumbo que é absorvida depende principalmente da sua forma física e 

química, particularmente do tamanho da partícula e a solubilidade do componente 

específico, além de características como idade, estado fisiológico, fatores genéticos e 

condições nutricionais do indivíduo (Agency for Toxic Substances and Disease Registry - 

ATSDR, 1999). Em condições sistêmicas alteradas, como em casos de alterações de ferro, 

cálcio e zinco, a absorção é aumentada (Wright et al., 1998, 1999, 2003; Bradman et al., 

2001). 

A absorção cutânea dos compostos inorgânicos de chumbo é pequena. Ocorre 

apenas no caso da pele estar lesada. Por outro lado, os compostos orgânicos, por serem 
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lipossolúveis, podem ser absorvidos através da pele intacta (Agency for Toxic Substances 

and Disease Registry - ATSDR, 1999). 

Após sua absorção, o chumbo passa a ser distribuído para outros tecidos, através 

da corrente sanguínea. No sangue, aproximadamente 99% é encontrado nos eritrócitos e 

apenas 1% permanece no plasma (Schutz et al., 1996). Estudos têm indicado que mais de 

80% do chumbo nos eritrócitos está, principalmente, ligado à enzima ácido δ-

aminolevulínico desidratase (ALAD) (Bergdahl et al.,1997 a).  

O metal é então distribuído entre os tecidos moles e mineralizados (Rabinowitz, 

1991). O restante que permanece no plasma, como íon livre ou ligado à albumina, difunde-

se para o sistema nervoso central (O’Flaherty, 1995).  

Em estudos cinéticos com isótopos estabilizados de chumbo, Rabinowits et al. 

(1976) conseguiram desenvolver um modelo clássico envolvendo três compartimentos, que 

esclarecia a distribuição do chumbo no organismo. No primeiro compartimento, produz-se 

uma troca rápida entre o sangue, os fluidos biológicos e tecidos moles como fígado, rim e 

cérebro, que correspondem a 4% da carga corpórea total, a menos que haja uma exposição 

aguda, com uma meia-vida de um mês. No segundo compartimento, ocorre um intercâmbio 

médio entre os tecidos moles e os ossos, o qual tem uma troca ativa de um ano. O terceiro 

constitui um compartimento lento e é formado pelo tecido ósseo, que corresponde a cerca 

de 94% da carga corpórea de chumbo com uma meia vida de cerca de treze anos. Em 

crianças, o osso representa 70% da carga corpórea de chumbo (Schroeder & Tipton, 1968; 

Leggett, 1993), de onde este pode ser mobilizado e contribuir para os níveis do metal no 

sangue em pessoas anteriormente expostas. 

A Figura 1 apresenta um esquema geral da toxicocinética do chumbo. 

 

 7



Alimentos 
Água 

Ar 

Ingestão 

Inalação 

TRATO DI GESTI VO

TRATO RESPI RATÓRI O

 

 

SANGUE
 

Eritrócitos 

Plasma  Albumina Sistema Nervoso Central

TECIDOS MINERALIZADOS 

TECIDOS MOLES

Fígado 
Pele 

Músculos 
Pulmões 
Glândula

s

Ossos 
Dente

Urina 
Fezes 
Suor 

Saliva 
Leite 

Cabelo
Unhas 

 
Figura 1 – Toxicocinética do chumbo no organismo. 

 

Efeitos tóxicos do chumbo  

O chumbo adversamente afeta vários sistemas, incluindo o nervoso, 

hematopoiético, renal, cardiovascular, endócrino e esquelético (Goyer, 1995). 

 Os efeitos neurológicos e hematológicos serão melhores detalhados abaixo. 

 

Efeitos neurológicos 

A toxicidade do chumbo gera desde efeitos claros, ou clínicos, até efeitos sutis, ou 

bioquímicos. Estes últimos envolvem vários sistemas de órgãos e atividades bioquímicas. 

Nas crianças, os efeitos críticos atingem o sistema nervoso, enquanto que nos adultos com 

exposição ocupacional excessiva, ou mesmo acidental, apesar do chumbo causar 

anormalidades no sistema nervoso central (Muldoon et al., 1996; Schwartz et al., 2000 a), 

os cuidados devem ser com a neuropatia periférica. No entanto, os efeitos no sistema 

nervoso periférico de adultos tendem a ser reversíveis após a exposição ser cessada (Baker 

et al., 1985), ao passo que os efeitos centrais nas crianças parecem não ser reversíveis 

(Needleman et al., 1990; Bellinger et al., 1992; Goldman, 1998), talvez porque o chumbo 
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conduza a perturbações dos processos complexos pelos quais as conexões sinápticas são 

selecionadas e modificadas (Johnston & Goldstein, 1998). 

A intoxicação aguda por chumbo deve ser distinguida da intoxicação crônica. 

Paciente

aúde 

de crian

s com intoxicação aguda apresentam dores de cabeça, hiperexcitação, ataxia, 

convulsões, coma e até morte. Intoxicações crônicas a níveis não tão elevados de chumbo 

estão associados a danos neurológicos, como irritabilidade, diminuição de QI, inabilidades 

de fala, déficits de atenção e distúrbios no desenvolvimento psíquico (Needleman et al., 

1979, 1990; Bellinger et al., 1994; Lanphear et al., 2000; Canfield et al., 2003; Bellinger, 

2004; Chiodo et al., 2004). Além disso, relatos de sérias patologias de comportamento em 

crianças com intoxicação por chumbo foram registrados. Comportamentos anti-sociais e de 

delinqüência foram fatores de risco associados mesmo a uma baixa exposição ao chumbo 

(Needleman et al., 1996; Dietrich et al., 2001). Com o objetivo de determinar se as 

concentrações de chumbo pré e pós-natal de crianças no passado estavam associadas com 

detenções no presente, Wright et al. (2008), realizaram medidas das concentrações de 

chumbo pré-natal durante o primeiro ou início do segundo trimestre de gravidez de 

mulheres que moravam numa região de casas muito antigas em Cincinnati, Ohio. Os níveis 

de chumbo no sangue das crianças (nascidas entre 1979 e 1984) foram analisados em uma 

base trimestral e semestral durante 6 anos e meio. As informações do total de prisões e 

detenções por delitos envolvendo violência foram coletadas junto ao Registro de Justiça 

Criminal Ohio. Este foi o primeiro estudo prospectivo que demonstrou uma associação 

entre as concentrações de chumbo pré e pós-natal e comportamento adulto criminoso. 

Herbert Needleman foi um dos pioneiros a estudar os efeitos do chumbo na s

ças. Em 1979, realizou um estudo com dentina de dentes decíduos, a fim de 

documentar os efeitos da exposição ao metal no desenvolvimento intelectual e 

comportamento destas crianças. Ele relatou que mesmo em concentrações mínimas, 

particularmente em crianças, o chumbo causa diminuição de QI, inabilidades de fala e 

atenção e distúrbios no desenvolvimento psíquico (Needleman et al., 1979). Onze anos 

mais tarde, estes mesmos pesquisadores demonstraram, em um estudo de “follow-up” da 

mesma população de 1979, que a exposição ao chumbo na infância, mesmo que 
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assintomática, está associada a déficits no funcionamento do sistema nervoso central que 

persistem até a adolescência (Needleman et al., 1990).  

Em outro estudo de caracterização da longa duração dos efeitos à exposição 

precoce ao chumbo (Bellinger et al., 1987), crianças foram agrupadas de acordo com a 

concentração de tal metal no cordão umbilical, e estas foram longitudinalmente seguidas. 

As crianças do grupo com alto nível de chumbo pré-natal apresentaram menores escores de 

desenvolvimento cognitivo. Efeitos similares na aprendizagem foram demonstrados em 

estudos experimentais com primatas, por Gibert & Rice em 1987. Neste trabalho, macacos 

rhesus receberam chumbo nos primeiros 100 dias de vida, e apresentaram deficiência na 

aprendizagem quando adolescentes.   

O valor aceitável de chumbo no sangue como limite de neurotoxicidade em 

crianças decaiu significantemente a partir dos anos 70, assim que estudos populacionais 

mais sofisticados, com amostras maiores e melhores desenhados e analisados foram 

conduzidos (Schroeder et al., 1985; Dietrich et al., 1987; Fergusson et al., 1988; 

McMichael et al., 1988). O consenso sobre qual a concentração de chumbo que é tóxica 

tem mudado durante os anos. O valor limite abaixo do qual o chumbo não apresenta efeitos 

adversos não foi identificado (Bellinger, 2004, Binns et al., 2007). Em 1991, o Centro de 

Controle e Prevenção de Doenças (CDC) dos EUA definiu o nível chumbo no sangue de 

crianças que deve levar a ações de saúde pública em 10 µg/dL (CDC, 1991). Este valor é 

interpretado erroneamente como sendo um limite, no qual valores < 10 µg/dL são 

“seguros” e ≥ 10 µg/dL são “tóxicos”, pois, estudos realizados desde 1991 reforçam 

evidências de que o desenvolvimento físico e mental das crianças pode ser afetado com 

concentrações de chumbo no sangue abaixo de 10 µg/dL (Binns et al., 2007). De acordo 

com Bellinger (2004), nenhum valor único pode ser utilizado como limite, separado de um 

contexto de fatores específicos como idade da exposição e avaliação da concentração de 

chumbo, duração dos níveis elevados do metal no sangue e características do ambiente no 

qual a criança é vive. 

Possivelmente um dos maiores problemas da exposição a “baixas” doses de 

chumbo (que seriam aquelas às quais estariam expostas as crianças em que os níveis de 

chumbo no sangue total medidos estão abaixo de 10 µg/dL) seja realmente não haver forma 
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fidedigna de quantificar a exposição acumulada a este metal, que pode talvez não ser baixa. 

Esse problema decorre da ausência de medidas de chumbo em um tecido em que este se 

acumula ao longo dos anos. O amplo uso de um marcador cumulativo pode ser benéfico do 

ponto de vista da identificação individual de crianças expostas a maiores quantidades de 

chumbo, assim como do ponto de vista da possibilidade de realizar estudos mais detalhados 

sobre os efeitos de chumbo no desenvolvimento intelectual de crianças. 

 

Efeitos hematológicos 

O chumbo ligado aos eritrócitos pode interferir na biossíntese do grupamento 

heme e sua conseqüência mais conhecida é o aparecimento de anemia hipocrômica nos 

indivíduos expostos (Schwartz et al., 1990; Adams et al., 1998; Bergdahl et al., 1999) , 

ocasionada pela diminuição da formação desse grupamento nos eritroblastos da medula 

óssea.  

A reação inicial da biossíntese do grupamento heme é a condensação de moléculas 

de glicina com moléculas de succinil-CoA (proveniente do ciclo do ácido cítrico) para 

formar primeiro intermediário – o ácido δ-aminolevulínico (ALA). A reação ocorre na 

mitocôndria e se processa na presença da enzima ácido δ-aminolevulínico sintetase 

(ALAS). No citoplasma, duas moléculas de ALA se condensam, pela ação da enzima ácido 

δ-aminolevulínico desidratase (ALAD), formando o porfobilinogênio (PBG), e, a partir de 

uma série de reações catalisadas por diferentes enzimas, é formado um núcleo tetra 

pirrólico no interior da mitocôndria. No estágio final, o ferro bivalente é incorporado na 

protoporfirina IX, sob a ação da enzima ferroquelase, para formar o grupamento heme 

(Figura 2), o qual se liga à globina formando assim a hemoglobina (Onalaja & Claudio, 

2000; Kelada et al., 2001).  
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Figura 2 – Esquema da biossíntese do grupamento heme na medula óssea. 

 

O chumbo afeta o sistema hematopoiético pela inibição das enzimas ALAD e 

ferroquelatase. Essa inibição pode causar elevados níveis do ALA no plasma e urina e de 

protoporfirinas eritrocitárias livres (FEP) (Wetmur et al., 1991a, b; Bergdahl et al., 1999; 

Kelada et al. 2001). A inibição da ALAD pelo chumbo ocorre devido a uma substituição do 

íon zinco, que é cofator da enzima, pela ligação do chumbo a um grupamento sulfidrila 

diretamente no sítio ativo da enzima, inibindo sua ação (Warren et al., 1998; Scinicariello 

et al., 2007). O chumbo não inibe significantemente a enzima ALAS, como demonstrado 

em ratos de laboratório (Tomokuni et al., 1991).  

É sugerido que a inibição da ALAD inicia-se com níveis de intoxicação por 

chumbo no sangue em torno de 10 µg/dL. Em concentrações mais elevadas do metal essa 
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inibição é mais pronunciada, alcançando cerca de 50% e 75% em concentrações de chumbo 

iguais a 15 µg/dL e 30 µg/dL respectivamente (Astrin et al., 1987; Wetmur et al., 1991a).   

O chumbo também inibe a atividade da enzima ferroquelatase, impedindo a 

incorporação do Fe2+ à protoporfirina. Os íons de zinco, presentes em abundância nos 

reticulócitos, passam a ocupar o lugar do ferro na molécula de protoporfirina, com a 

conseqüente formação da zinco protoporfirina (ZPP) no lugar do heme. A ZPP liga-se a 

globina e sua apresentação em níveis elevados nos eritrócitos circulantes constitui um dos 

sinais da absorção de chumbo, muitas vezes utilizado no diagnóstico da exposição a esse 

metal (Grandjean & Lintrup, 1978; Harada & Miura, 1984; Zwennis et al., 1990; Sakai, 

2000).  

A especificidade da ZPP em relação ao chumbo não é total, já que os seus níveis 

registram igualmente aumento nas situações de deficiência em ferro e em patologias pouco 

freqüentes (porfiria eritropoiética; anemia hemolítica) (Karacic et al., 1980; Marcus & 

Schwartz, 1987; Wildt et al., 1987; Sakai, 2000).  

De acordo com alguns autores, a anemia não é uma manifestação precoce da 

intoxicação por chumbo é só evidente quando o nível de chumbo no sangue é 

significativamente elevado por períodos prolongados (Counter et al., 2000). No entanto, 

Schwartz et al. (1990) mostraram uma diminuição de alguns parâmetros do hematócrito em 

concentrações de chumbo que variava de 11 a 164 µg/dL, sugerindo que a anemia induzida 

pelo metal é uma conseqüência clínica e biológica importante da absorção do chumbo, 

mesmo em níveis mais baixos de exposição.  

A anemia causa uma diminuição do número de eritrócitos disponíveis para o 

acúmulo de chumbo, por isso, a própria anemia pode afetar a concentração de chumbo no 

sangue (diminuindo-a), enquanto que a concentração de chumbo no plasma permanece 

inalterada (Bergdahl et al., 1999). 

Os níveis de chumbo no plasma/soro de crianças e sua relação com anemia ainda 

não foram esclarecidos. 

  

Polimorfismos genéticos 
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A análise de polimorfismos em estudos de exposição a toxinas ambientais está 

cada vez mais importante (Wetmur et al., 1991a; Onalaja & Claudio, 2000; Kamel et al., 

2003; Montenegro et al., 2006 a), pois, muitas vezes, pessoas com diferentes 

“backgrounds” genéticos apresentam variações nas concentrações de chumbo, por exemplo, 

em diferentes tecidos. Uma melhor compreensão dos fatores genéticos que influenciam a 

suscetibilidade à intoxicação pelo chumbo pode ter importante implicação para a saúde 

pública e iniciativas de intervenção (Wetmur et al., 1991 a).  

 

Polimorfismo da ALAD 

A enzima ALAD é uma metaloenzima com cerca de 280 kDa, composta por oito 

subunidades idênticas e oito átomos de zinco (Tsukamoto et al. 1980). Os átomos de zinco 

são essenciais para a atividade e estabilidade enzimática, sendo que a quelação destes por 

EDTA rapidamente inativa a enzima. Sugeriu-se que quatro átomos de zinco são 

necessários para impedir a oxidação dos grupos sulfudrila no sítio ativo, enquanto os outros 

quatro presumivelmente unem as subunidades para manter a estabilidade da estrutura 

homooctamérica (Jaffe et al. 1984).  

O efeito do chumbo na atividade da ALAD tornou-se um assunto de grande 

interesse, pois a ALAD está envolvida na síntese do heme e é fortemente inibida pelo 

chumbo, resultando, assim, no acúmulo do ácido aminolevulínico (ALA) na urina e plasma 

(Wetmur et al, 1991 a; Onalaja & Claudio, 2000; Kelada et al. 2001).  

Battistuzzi et al., em 1981, mostraram que a enzima ALAD humana é polimórfica. 

Posteriormente, o cDNA foi clonado e o gene seqüenciado por Wetmur et al., 1986.  

A enzima é codificada por um único gene localizado no cromossomo 9q34 (Potluri 

et al., 1987). A expressão de dois alelos comuns, designados ALAD1 e ALAD2, resulta em 

três distintas isozimas, ALAD 1-1, ALAD 1-2, e ALAD 2-2, todas exibindo atividades 

similares, mas com diferentes cargas (Battistuzzi et al., 1981). Wetmur et al. (1991a) 

mostraram que esse polimorfismo resulta de uma diferença de um único nucleotídeo: a 

substituição de uma Guanina por uma Citosina na posição 177 da região codificadora do 

gene ALAD (dbSNP ID: rs1800435), que predizia a substituição de uma asparagina 

(neutra) por uma lisina (positivamente carregada) no resíduo 59 (K59N) da subunidade da 
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enzima. Afigura-se que esta substituição altera a carga elétrica da molécula, resultando em 

uma afinidade maior do ALAD2 para o chumbo, em relação ao ALAD1 (Onalaja & 

Claudio, 2000).  

A prevalência do alelo ALAD2 varia com a raça e etnia. Foi relatado que 9,9% dos 

Asiáticos (Lee et al. 2001) e aproximadamente 20% dos Caucasianos portavam o alelo 

(Ziemsen et al. 1986; Wetmur et al. 1991a, b; Onalaja & Claudio 2000; Kelada et al., 

2001). 

Vários estudos têm sugerido que os indivíduos heterozigotos e homozigotos para o 

ALAD2 teriam maior concentração de chumbo no sangue e osso, tornando-os mais 

suscetíveis, tanto aos níveis baixos e crônicos do chumbo quanto aos níveis de exposição 

aguda. Para testar essa hipótese, os genótipos da ALAD e a concentração de chumbo no 

sangue foram determinados em indivíduos expostos a baixas ou altas concentrações de 

chumbo no ambiente (Ziemsen et al. 1986; Astrin et al. 1987; Wetmur et al. 1991b, 

Fleming et al. 1998; Shen et al., 2001; Montenegro et al., 2006 a). Concentrações mais 

altas de chumbo no plasma e na razão %Pb-plasma/%Pb-sangue foram associadas 

significativamente com o alelo ALAD2 quando comparadas com o alelo ALAD1 

(Montenegro et al., 2006 a). 

Embora estes estudos anteriores sugiram que este polimorfismo pode alterar o 

transporte, o metabolismo e/ou a distribuição do chumbo pelo organismo, não está claro 

como ele afeta a toxicocinética do chumbo. Alguns autores sugerem que o ALAD2 

promove uma ligação mais forte com chumbo do que o ALAD1, o que ocasiona uma maior 

inativação da enzima ALAD, aumentando o risco de toxicidade nos indivíduos portadores 

do alelo ALAD2 (Astrin et al. 1987; Wetmur et al. 1991b). Outros pesquisadores sugerem 

que a maior capacidade conferida ao ALAD2 de ligação com o chumbo pode conferir 

resistência aos efeitos nocivos deste metal, pois indivíduos portadores do ALAD2 vão 

possuir menos chumbo biodisponível (Schwartz et al. 1995, 2000b; Sithisarankul et al. 

1997; Kim et al., 2004; Fleming et al. 1998).  

 

Polimorfismo do Gene Receptor da Vitamina D (VDR) 
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A vitamina D e seus metabólitos ativos (especialmente 1,25-dihidroxivitamina D 

ou calcitriol) estão primariamente envolvidos na manutenção da homeostase do osso e do 

cálcio (Rezende et al., 2007). 

O hormônio da vitamina D circulante no sangue (calcitriol) liga-se aos receptores 

da vitamina D (VDR) no núcleo das células intestinais. Lá, a alta afinidade dos VDR parece 

ativar genes que codificam proteínas ligantes de cálcio, tais como calbindina-D, a qual está 

envolvida no transporte intestinal de cálcio (Wasserman & Fullmer, 1995). O aumento na 

produção de calbindina-D nas células intestinais resulta em um aumento da absorção de 

cálcio através do intestino. Devido a naturezas bioquímicas similares, de cátions bivalentes, 

o cálcio e o chumbo freqüentemente interagem nos mesmos sistemas biológicos. Por esta 

razão, acredita-se que muitos dos efeitos celulares do chumbo são devido aos seus efeitos 

sobre a função normal dos sistemas cálcio-dependentes (Pounds, 1984). Embora a relação 

entre cálcio e chumbo seja complexa, estudos in vivo e in vitro demonstraram que a 

captação celular de chumbo aumenta quando o estoque de cálcio é reduzido. Assim, uma 

dieta deficiente em cálcio contribui para o aumento da absorção e retenção intestinal de 

chumbo (Fullmer, 1992; Six & Goyer, 1970; Onalaja & Claudio, 2000; Godwin, 2001). 

Além disso, a calbindina-D possui uma alta afinidade pelo chumbo e pode estar envolvida 

em seu transporte.  

Em seguida, após a absorção de cálcio e chumbo através do intestino, eles são 

cotransportados para a corrente sangüínea, e, a partir daí, os dois metais podem ser 

codistribuídos aos tecidos ricos em cálcio, como o osso (Fullmer et al., 1985; Richardt et 

al., 1986). Por meio deste mecanismo, é possível explicar porque existe um aumento da 

absorção do chumbo durante uma dieta deficiente em cálcio: a deficiência de cálcio 

aumenta a produção do hormônio da vitamina D e, conseqüentemente, da síntese de 

proteínas ligantes de cálcio. Na presença de chumbo, tais proteínas ligar-se-ão a este metal, 

aumentando seu transporte (Onalaja & Claudio, 2000).  

O papel da vitamina D na absorção de cálcio e chumbo está ilustrado na Figura 3. 
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Figura 3 – Possível papel dos receptores da vitamina D na absorção do cálcio e chumbo. Fonte: Onalaja e 
Claudio, 2000. 

 

Os efeitos produzidos pela vitamina D podem ser afetados por algumas variações 

genéticas, que foram identificadas no gene VDR. Existem várias formas polimórficas do 

VDR humano (Uitterlinden et al., 2004). Estas são definidas pelo comprimento do 

fragmento de restrição polimórfico (RFLP), resultante da clivagem do DNA com diferentes 

enzimas de restrição. Os polimorfismos definidos pelas enzimas de restrição BsmI, ApaI e 

FokI resultam em três genótipos denominados bb, aa e ff respectivamente, quando o sítio de 

restrição está presente; BB, AA e FF, respectivamente, quando está ausente e Bb, Aa e Ff, 

respectivamente, quando os dois alelos estão presentes. Não existem evidências que 

indicam que os variantes do gene VDR ocorram com diferentes freqüências em diferentes 

grupos étnicos (Uitterlinden et al., 2004).  

Estes polimorfismos têm sido associados às alterações no metabolismo do cálcio e 

biologia óssea (Valdivielso & Fernandez 2006) e podem afetar a suscetibilidade à 

intoxicação por chumbo (Onalaja & Claudio, 2000), uma vez que o metal acumula-se no 
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tecido ósseo durante todos os estágios da remodelação e crescimento ósseo (Rabinowitz 

1991; Pounds et al. 1991). No entanto, o metal pode retornar à corrente sanguínea como 

resultado do processo de reabsorção óssea, aumentando, assim, seu nível de concentração 

no plasma, que é provavelmente o índice mais relevante para a toxicidade do chumbo, por 

refletir a porção difusível do chumbo em nosso organismo (Barbosa et al. 2005). 

Ames et al. (1999) relataram que o genótipo FF (polimorfismo FokI), estava 

associado com o aumento da densidade mineral óssea e com um aumento de 30-40% na 

absorção de cálcio em crianças saudáveis de 7 a 12 anos.  

Como exposto, há polimorfismos genéticos que modificam as concentrações de 

chumbo no sangue e osso e poderiam afetar também os níveis do metal encontrados nos 

dentes (especialmente porque nos dentes, como no osso, esse efeito é cumulativo). Além 

disso, geneticamente, a população brasileira possui algumas diferenças (Montenegro et al., 

2006 b) das populações da Europa e EUA, nas quais foi feita a maioria dos trabalhos de 

polimorfismos e concentrações de chumbo no sangue e osso (Bergdahl et al., 1999; Haynes 

et al., 2003; Scinicariello et al., 2007). 

A correlação entre os níveis de chumbo no sangue total e plasma/soro com 

variantes genéticos da ALAD e VDR de crianças ainda não foi esclarecida. Essa relação 

desses genótipos também nunca foi testada em esmalte dental. Por isso, nosso trabalho visa 

estudar esses polimorfismos já descritos, em crianças aparentemente não expostas e 

verificar se eles modificam as concentrações de chumbo no sangue, plasma e no esmalte 

dental. 

 

Biomarcadores de dose interna 

Sangue total: 

Considera-se que o chumbo no sangue reflete, principalmente, exposições 

ambientais recentes ao invés de doses cumulativas (Hu et al., 1998). Assim, no caso de uma 

exposição ativa ao chumbo, a dosagem sanguínea representa a exposição recente ao metal, 

pois sua vida biológica no sangue é de aproximadamente 30-40 dias (Rabinowitz, 1991). 

Isso acontece porque a maior parte do metal vai ser depositada nos tecidos mineralizados, 

onde permanece por muitos anos (Rabinowitz, 1991; Todd et al., 1996; Ambrose et al., 
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2000). Caso a exposição cesse ou diminua, os níveis de chumbo no sangue também podem 

refletir a mobilização do metal do osso de volta à circulação (Gulson et al., 1996). Desta 

forma, a porcentagem de chumbo proveniente de exposição passada na corrente sanguínea 

aumenta até que todo seu estoque nos tecidos ósseos se esgote. Este fato tem sido reportado 

em estudos ocupacionais (Schutz et al., 1987), clínicos (Rabinowitz et al., 1976), entre 

mulheres grávidas (Gulson et al., 1997) e de variações geográficas (Manton, 1985). 

De acordo com Gwiazda et al. (2005), a contribuição para o sangue do chumbo 

presente no osso de crianças expostas pode ser de 90% ou mais. Um estudo realizado em 

crianças com concentração de chumbo no sangue entre 25 e 29 µg/dL, as quais não foram 

submetidas à terapia de quelação, mostrou que o tempo requerido para o declínio de tal 

concentração à níveis abaixo de 10 µg/dL é cerca de 2 anos (Roberts et al., 2001). 

Apesar de muitos estudos relatarem associações significativas entre concentração 

de chumbo no sangue e conseqüentes efeitos na saúde, alguns deles apresentam correlações 

estatisticamente fracas e a magnitude dos efeitos relativamente baixa. De acordo com Hu et 

al. (1998), isto pode ocorrer devido a alguns fatores: 1) as relações envolvidas serem 

biologicamente fracas ou experimentadas por um segmento pequeno da população 

estudada; 2)  estas relações serem biologicamente irrelevantes e encontradas em 

decorrência dos fatores de confusão não controlados; ou 3) o chumbo no sangue não ser um 

marcador de exposição ou dose suficientemente sensível aos órgãos alvo.  

Tendo em vista a cinética de distribuição do chumbo no organismo, não é possível 

fazer uma diferenciação entre exposição crônica a baixas concentrações e exposição aguda 

com base em apenas uma medida de chumbo no sangue (Hu et al., 1998). Além disso, a 

exposição crônica ao chumbo na primeira infância pode ser camuflada pela “diluição” dos 

efeitos durante períodos de rápido crescimento ósseo em crianças e adolescentes, e pode 

não ser detectada por uma única medida de chumbo no sangue (Barbosa et al., 2005).     

 

Plasma/soro: 

Após entrar no plasma, a maior quantidade do metal (cerca de 99%) retorna aos 

eritrócitos (Manton & Cook, 1984). Experimentos in vitro indicam um equilíbrio muito 

rápido do metal entre o plasma e as células eritrocitárias (Simons, 1993). O chumbo que 
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permanece no plasma vai se ligar às proteínas (principalmente albumina), ou permanecer na 

forma difusível (Koh et al., 2003). As concentrações de chumbo encontradas no plasma são 

da ordem de um único µg/L, ou menos (Bergdahl et al., 2006).  

De um ponto de vista fisiológico, a concentração de chumbo no plasma representa 

o índice mais relevante de exposição, distribuição e risco à saúde, se comparado com o 

chumbo no sangue total, pois a fração plasmática está em continuidade com o líquido 

intersticial dos tecidos (Barbosa et al., 2005). 

No entanto, problemas analíticos que ocorrem devido a baixas concentrações do 

chumbo no plasma são as principais razões pelas quais essa medida não é utilizada. A 

determinação de chumbo no plasma é mais cara e geralmente menos precisa do que a 

análise do sangue total (Bergdah et al., 2006). O desenvolvimento e uso de instrumentos 

analíticos mais sensíveis, especialmente a espectrometria de massa com plasma 

indutivamente acoplado (ICPMS), tem resultado em determinações de chumbo no plasma 

com limites de detecção muito menores e com melhor precisão (Manton et al., 2001; 

Barbosa et a., 2005). No entanto, é difícil verificar a precisão das análises de chumbo em 

plasma, uma vez que não existem programas de comparações interlaboratoriais (Bergdahl 

& Skerfving, 2008).  

A análise do chumbo no plasma/soro é particularmente relevante no presente 

trabalho porque provavelmente é esta fração que está em contato com o esmalte dental ao 

longo de sua fase de mineralização (ainda dentro das criptas ósseas) e também aquela que 

está disponível nas glândulas salivares para formar a saliva. Assim, os dados de chumbo no 

plasma poderão permitir correlações importantes entre chumbo no esmalte e plasma, e 

saliva e plasma. 

De acordo com Manton et al. (2001) parece não haver diferença na concentração 

de chumbo no plasma e soro. No entanto, os termos não podem ser utilizados de forma 

indiscriminada. Neste trabalho utilizaremos o termo soro para o fluido obtido pela 

centrifugação do sangue sem a utilização de qualquer anticoagulante, independentemente se 

a coagulação ocorreu. 
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Saliva: 

Normalmente, o chumbo é analisado no sangue total com o objetivo de 

monitoramento da exposição em populações humanas. No entanto, coleta de sangue é um 

procedimento invasivo que provoca desconforto, especialmente em crianças (Barbosa et al., 

2006). 

Desse modo, a saliva tem sido proposta por alguns autores como um possível 

biomarcador de exposição ao chumbo (Silbergeld, 1993; Koh et al., 2003; Nriagu et al., 

2006) por ser um procedimento não invasivo, de fácil coleta e custos mais baixos. Além 

disso, alguns autores acreditam que o chumbo na saliva, que é formada pelo transporte 

ativo de água e íons do plasma (Humphrey & Williamson, 2001), seja a excreção direta da 

fração do metal não ligado a proteínas do plasma (P’an, 1981; Omokhodion & Crockford, 

1991; Barbosa et al., 2006), que é provavelmente o índice mais relevante de sua toxicidade, 

por refletir a porção que é difusível em nosso organismo.   

Apesar da idéia da utilização da saliva para determinação de chumbo ser atraente, 

existem algumas desvantagens como, por exemplo, grande variação na sua concentração de 

íons ao longo do dia, mudanças de seu fluxo antes, durante e após as refeições e falta de 

materiais de referência certificados. As variações também dependem da maneira como a 

saliva é coletada, se estimulada (ou não) e do nível nutricional e hormonal de cada 

indivíduo (Barbosa et al., 2006). Ademais, não existe valor de limite biológico conhecido 

para chumbo na saliva (Silbergeld, 1993, Koh et al., 2003, Barbosa et al., 2006).  

Não existem estudos conclusivos sobre qual saliva seria o melhor marcador para a 

exposição ao chumbo, assim, este é um assunto que merece mais atenção. 

 

Dentes: 

Muitos autores têm enfatizado as vantagens da utilização dos dentes para 

determinação de chumbo (Brudevold & Steadman, 1956; Altshuller et al., 1962; 

Needleman et al., 1972, 1979; Brudevold et al., 1975, 1977; Attramadal & Jonsen, 1976; 

Fosse & Justesen, 1978; Grobler et al., 1985; Mackie et al., 1977; Fergusson & Purchase, 

1987; Gulson, 1996; Budd et al., 1998; Bloch et al., 1998; Tvinnereim et al., 2000; Gomes 

et al., 2004; Costa de Almeida et al., 2007; de Almeida et al., 2008).  
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A história da deposição do chumbo é importante, principalmente, para estudos dos 

efeitos da contaminação crônica do metal na saúde. No entanto, a maior parte dos estudos 

que utiliza medidas de chumbo em dentes obtém os dados a partir de dentes inteiros 

extraídos, que possuem desvantagens por serem compostos por diferentes tecidos 

calcificados, com constituição, desenvolvimento e consequentemente, com concentrações 

de chumbo diferentes (Purchase & Fergusson, 1986; Gulson, 1996).  

Outra desvantagem importante é o fato de os dados serem obtidos, geralmente, 

apenas de crianças com idade superior a 6 anos, período em que, normalmente, os dentes 

começam a esfoliar. Tal limitação não permite o uso dos dentes decíduos para avaliar uma 

exposição constante ao chumbo, que poderia prejudicar o sistema nervoso em 

desenvolvimento de uma criança com menos de 6 anos (Gomes et al., 2004). Além disso, a 

comparação entre os estudos que realizaram medidas de chumbo em dentes também é 

difícil devido à ampla diferença na idade dos sujeitos avaliados e o uso de diferentes tipos 

de dentes que possuem diferentes concentrações de chumbo (Rabinowitz et al., 1991; 

Tvinnereim et al., 1997). Alguns autores relatam que a concentração do chumbo varia entre 

incisivos, caninos e molares, apresentando um gradiente que decresce dos incisivos para os 

molares (Mackie et al., 1977; Paterson et al., 1988; Tvinnereim et al., 2000; Karahalil et 

al., 2007). Grandjean et al. (1984, 1986) e Smith et al. (1983) não encontraram diferenças 

nas concentrações de chumbo presentes em dentes contralaterais. 

A dentina e o esmalte formados antes e após o nascimento podem ser identificados 

por meio da linha neonatal. Esta linha é um achado histológico que, normalmente, está 

presente em todos os dentes decíduos e, ocasionalmente, em primeiros molares 

permanentes. Por meio de sua visualização pela microscopia de luz polarizada podemos 

utilizá-la para identificação de regiões do esmalte e da dentina depositadas nos períodos pré 

e pós- natal (Weber & Eisenmann, 1971). Assim, a análise de dentes decíduos esfoliados 

pode fornecer dados importantes sobre a história da contaminação por chumbo desde a vida 

intra-uterina (Rabinowitz et al., 1993; Arora et al, 2006). 

 

Dentina 
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Como a dentina é relativamente estável, ou seja, apresenta uma remodelação muito 

menor que o osso (Steenhout, 1982) ela registra a história de exposição ao chumbo desde 

sua mineralização (Rabinowitz, 1991). Devido ao acúmulo preferencial do chumbo em 

tecidos calcificados, a concentração do metal na dentina de dentes decíduos tem sido 

utilizada como um indicador da exposição ambiental crônica durante a infância (Bellinger 

et al., 1987, Gulson, 1996, Gulson & Gillings, 1997; Needleman et al., 1974, 1979, 1990; 

Needleman & Bellinger, 1991), e tem sido correlacionada significativamente com 

deficiências no desenvolvimento neurológico e função cognitiva (Needleman et al., 1979; 

Rabinowitz et al., 1991; Bellinger et al., 1992; Lanphear et al., 2000; Canfield et al., 2003; 

Chiodo et al., 2004; Surkan et al., 2007).  Needleman et al. (1979) enfatizou o uso 

inadequado da concentração de chumbo no sangue como um marcador da exposição 

cumulativa e sugeriu que a utilização do chumbo no sangue pode explicar as discrepantes 

conclusões de estudos anteriores, os quais o chumbo não foi associado com prejuízos 

neuropsicológico. De acordo com Purchase & Fergusson (1986), a dentina de dentes 

permanentes pode ser o melhor material para estimar a carga corpórea de chumbo. 

Os trabalhos mais citados até hoje, nos quais se comprovou a associação entre 

exposição a maiores níveis de chumbo no passado com diminuição de QI, inabilidades de 

fala e atenção e distúrbios no desenvolvimento psíquico, utilizaram dentina de dentes 

decíduos como tecido marcador da exposição a chumbo (Needleman et al., 1972, 1974, 

1979). A incorporação de chumbo à hidroxiapatita da dentina acontece como reflexo dos 

níveis de chumbo no sangue durante sua mineralização (Rabinowitz et al., 1993). Mesmo 

depois da erupção dental, a dentina continua sendo depositada, mas em ritmo mais lento. 

Assim, ela é um indicador da exposição ao chumbo durante toda a vida do indivíduo 

(Rabinowitz, 1991; Shapiro et al., 1973). Por isso, um acúmulo de chumbo relacionado à 

idade foi demonstrado na dentina, mas não no esmalte (Lappalainem & Knuuttila, 1982). 

 

Esmalte 

Existe uma variação muito grande, descrita na literatura, entre as concentrações de 

chumbo no esmalte dentário (Shapiro et al., 1972; Fergusson et al., 1987; Gil et al., 1994; 

Arora et al., 2006), que vai de 1,7 até 4,900 ppm (Brudevold e Steadman, 1956). Estudos 
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experimentais com animais mostraram evidências de que o chumbo possui uma distribuição 

espacial heterogênea no dente, com uma maior concentração na superfície do esmalte 

(Arora et al. 2005).  

Embora dados acerca da concentração de chumbo no esmalte de dentes decíduos 

sejam escassos, uma vez que poucos trabalhos utilizaram este modelo como amostra 

(Gomes et al., 2004; Costa de Almeida et al., 2007; de Almeida et al., 2008), alguns 

autores consideram o esmalte dentário promissor para se detectar contaminações precoces 

pelo chumbo (Ericson 2001; Uryu et al. 2003; Rinderknecht et al. 2005; Costa de Almeida 

et al., 2007), particularmente quando se tem em vista que as amostras de esmalte superficial 

são facilmente coletadas pela técnica da microbiópsia de esmalte.  

A microbiópsia é um procedimento de ataque ácido, que utiliza solução de HCl a 

1,6 mol.L-1 em glicerol 70% (v/v). Quando a solução é preparada apropriadamente, (com 

reagentes ultrapuros) e o procedimento é realizado cuidadosamente, esta técnica permite a 

obtenção de amostras não contaminadas da superfície do esmalte em volume adequado para 

a determinação de fósforo, cálcio e chumbo. E o mais importante, é que o procedimento 

leva apenas 20 segundos e pode ser feito in vivo, sem a necessidade de coleta e secção dos 

dentes decíduos.  

A primeira descrição da microbiópsia de esmalte para determinar chumbo foi feita 

em 1975, por Brudevold et al., que utilizaram esta técnica para determinar chumbo em 

dentes permanentes extraídos. Este método foi utilizado, posteriormente, em vários estudos 

in vivo em dentes permanentes (Cleymaet et al.,1991 a,b,c,d,e). Recentemente, algumas 

modificações foram feitas à técnica original para adaptá-la aos dentes decíduos (Gomes et 

al., 2004), e com isso, permitir a coleta de dados de exposição ao chumbo em populações 

de crianças de 4 a 6 anos, com o objetivo do monitoramento de populações. No entanto, 

alguns detalhes sobre a técnica da microbiópsia, que são cruciais para sua ampla utilização 

na detecção de crianças expostas ao chumbo, ainda não tinham sido estudados até o 

momento. O estudo de Costa de Almeida et al. (enviado para publicação – Apêndice 2)  

estudou a morfologia da microbiópsia de esmalte por meio de Microscopia Eletrônica de 

Varredura e por Microscopia de Luz Polarizada.  
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Uma importante desvantagem da técnica da microbiópsia é que devido o acúmulo 

de chumbo ainda não estar estabelecido para o esmalte, apenas microbiópsias de mesma 

profundidade podem ser comparadas entre si (Gomes et al., 2004). Outra questão 

relacionada com a incorporação de chumbo pelo esmalte é se essa incorporação reflete uma 

incorporação pré-eruptiva, ou seja, a exposição da matriz de esmalte ao plasma durante o 

estágio de maturação da amelogênese, e a quantidade de chumbo disponível no plasma, ou 

uma incorporação pós-eruptiva, ou seja, a exposição do esmalte superficial à saliva, e a 

quantidade de chumbo disponível na saliva. Trabalhos recentes mostram que a primeira 

hipótese é, biologicamente, a mais aceita (Arora et al., 2005; Arora et al., 2006; Costa de 

Almeida et al., 2008).  

A concentração de chumbo no esmalte dental decíduo é influenciada 

consideravelmente pelo grau de exposição ao chumbo no ambiente. Estudos que utilizaram 

a técnica da microbiópsia para obter uma amostra de esmalte superficial em dentes 

permanentes (Cleymaet et al., 1991a) e decíduos (Gomes et al., 2004) mostraram que as 

concentrações de chumbo são mais altas em crianças que residem em áreas urbanas ou 

industriais do que em naquelas que residem em áreas suburbanas, rurais ou não industriais. 

Conclusões similares foram relatadas em estudos utilizando dentes inteiros (Stewart, 1974; 

Steenhout & Pourtois, 1981; Noren et al., 1987) e dentina (Shapiro et al., 1972; Needleman 

et al., 1972, 1974; Grobler et al, 1985). A relação entre o nível de poluição ambiental e a 

concentração de chumbo nos dentes também foi demonstrada pela comparação de dentes de 

sítios arqueológicos e contemporâneos (Budd et al., 1998). 

Em um trabalho anterior (Costa de Almeida et al., 2007), mostramos que o esmalte 

de dentes decíduos de crianças residentes em regiões contaminadas apresenta cerca de 4 

vezes mais chumbo do que o esmalte de crianças residentes em cidades sem uma fonte de 

contaminação conhecida, o que sugere que este tecido é um bom marcador da 

contaminação ambiental. Posteriormente (de Almeida et al., 2008), demonstramos, 

também, que o esmalte decíduo pode ser usado para identificar crianças e ambientes 

expostos a níveis mais elevados de chumbo.  
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2 PROPOSIÇÃO 

Os objetivos deste trabalho foram: 

1) Determinar e correlacionar a concentração de chumbo de crianças residentes no 

Bairro Campos Elíseos de Ribeirão Preto, nos seguintes biomarcadores de dose interna: em 

duas microbiópsias sucessivas em esmalte de um dente decíduo e um dente permanente, na 

saliva total, submandibular/sublingual e parótida, no sangue total e no soro; 

2) Comparar a concentração de chumbo encontrada nos diferentes biomarcadores 

de acordo com a presença ou ausência de anemia; 

3) Comparar a influência dos polimorfismos da ALAD e VDR nos níveis de 

chumbo nos fluidos e dentes. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

Amostra e local da pesquisa 

Neste estudo foram incluídas um total de 444 crianças, com idades entre 6 e 8 

anos, sendo 199 meninos (45%) e 245 (55%) meninas, que moram no bairro dos Campos 

Elíseos em Ribeirão Preto, SP. Este bairro foi escolhido porque, em um estudo anterior, os 

maiores níveis de chumbo foram identificados em uma Escola Municipal de Educação 

Infantil (EMEI) pertencente a este bairro (de Almeida et al., 2008). Na Figura 4, essa escola 

aparece como a de número 5.  
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Figura 4 - Distribuição de crianças (%) de acordo com os níveis de chumbo (≥ 600 μg/g ou < 600 μg/g). 
Fonte: de Almeida et al., 2008. 

 

O número mínimo de participantes (250 indivíduos) foi estimado com base em 

estudo prévio, no qual houve a prevalência de 30% de crianças contaminadas por chumbo 

em concentração ≥ 600 μg/g, que foi a mediana encontrada numa população sabidamente 

contaminada pelo metal (de Almeida et al., 2008). Assim, diante do pressuposto de que 

correlações com baixos níveis de chumbo pudessem ser muito fracas ou inexistentes, 

queríamos garantir que pelo menos cerca de 50 crianças apresentassem níveis de chumbo 

acima de 600 μg/g, para que obtivéssemos um número mínimo para a estatística. Esta 

amostra mínima foi calculada, também, prevendo uma perda de 10% por motivos técnicos 

de laboratório. Na realidade, após a análise dos primeiros 180 indivíduos, verificamos que a 

prevalência de crianças com chumbo acima de 600 µg/dL era inferior a 10%, razão por que 

tentamos chegar próximo a 500 indivíduos.  
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Para iniciar a pesquisa nas escolas, autorizações da Secretaria de Saúde Municipal, 

Secretaria de Educação Municipal e Diretoria de Ensino foram obtidas.  

Participaram deste estudo quatro escolas presentes no bairro, sendo que duas delas 

eram municipais (EMEFEM Dom Luiz do Amaral Mousinho, CEMEI Vírgílio Salata) e 

duas estatuais (EE Dom Alberto José Gonçalves e EE Antônio Diederichsen).  

Foram realizadas reuniões com pais ou responsáveis dos alunos para explicações 

sobre a pesquisa e obtenção do termo de consentimento livre e esclarecido.  

As coletas foram feitas no consultório odontológico presente em cada escola. 

 

Aspectos éticos 

Por se tratar de um trabalho com seres humanos, a proposta deste trabalho foi 

aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto 

da Universidade de São Paulo (processo número 2006.1.797.58.5), segundo a Resolução 

196/96 de 10 de novembro de 1996 da Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP). 

 

Materiais 

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza analítica.  

Os tubos para centrífuga (tipo eppendorf - Axygen Scientific, Inc., Union City, 

USA), ponteiras, pipetas de Pasteur e coletores de saliva foram previamente deixados em 

solução de ácido nítrico 10% durante 24 horas. Em seguida, esse material recebeu 5 banhos 

com água MILI-Q e foi seco em capela de fluxo laminar classe 100. Todo esse 

procedimento foi realizado dentro de uma sala branca classe 10000. Tal limpeza tinha o 

objetivo de descontaminação do material para o chumbo. 

 

Coleta das amostras 

Sangue: 

Antes da coleta de sangue, a pele de cada indivíduo foi limpa com uma solução de 

álcool 70%. Foram coletados aproximadamente 5 mL de sangue venoso de cada criança, e 

essa quantidade foi distribuída em diferentes tubos para coleta a vácuo: 
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- 1 mL em tubo Vacutainer® (trace metals free, BD) com EDTA para a dosagem 

de chumbo no sangue total; 

- 2 mL em tubo Vacutainer® (trace metals free, BD) sem qualquer anticoagulante 

para a dosagem de chumbo no soro; 

- 2 mL em tubo Vacutainer® com EDTA para as avaliações hematológicas.  

As amostras de sangue colocadas no tubo sem anticoagulante foram 

imediatamente centrifugadas (800xg durante 6 minutos à temperatura ambiente) com o 

intuito de separar o soro do sangue total e, assim, evitar a transferência do chumbo dos 

eritrócitos. A fração de soro foi pipetada em eppendorf (2 mL) e imediatamente congelada 

à -20ºC até sua análise. Schutz et al. (1996) sugeriram que a utilização do EDTA como 

anticoagulante pode causar falsos resultados elevados de chumbo no soro, devido à 

extração do chumbo dos eritrócitos.  

As amostras de soro foram examinadas a olho nu, para verificação da hemólise e 

foram divididas em 3 grupos: nenhuma, ligeira (sem qualquer coloração vermelha óbvia) 

ou com óbvia contaminação pelos eritrócitos. As amostras com ligeira coloração 

avermelhada foram mantidas no estudo e 21 amostras, que apresentaram óbvia 

contaminação pelos eritrócitos e foram excluídas de todas as análises de dados.          

 

Saliva: 

Foram coletadas 3 tipos de saliva: saliva total, saliva das glândulas 

submandibular/sublingual e saliva da glândula parótida: 

Após uma lavagem da boca da criança, aproximadamente 4 mL de saliva total não 

estimulada foram coletados em um tubo Falcon de 50 mL (trace metal free, BD). Estes 

tubos foram centrifugados (15000g durante 5 minutos à temperatura ambiente) e o 

sobrenadante recolhido e aliquotado em tubos eppendorfs (2 mL) .  

A saliva proveniente das glândulas submandibular e sublingual (a qual 

chamaremos de saliva sub) foi coletada após isolamento relativo com rolos de algodão 

(para evitar que a saliva secretada pela glândula parótida se misturasse à saliva secretada 

pelas glândulas submandibular e sublingual). A saliva sub foi coletada utilizando pipeta de 

Pasteur e aliquotada em eppendorf (2 mL).   
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A saliva proveniente da glândula parótida foi coletada utilizado o Coletor de 

Carlson–Crittenden modificado. Esse coletor consiste em um dispositivo com uma câmara 

interna e externa (Navazesh, 1993). Na câmara interna é acoplado um tubo plástico que 

conduz a saliva a um eppendorf (2 mL). Na câmara externa é acoplado um tubo plástico 

conectado a um dispositivo que faz sucção e gera um vácuo (Figura 5). Depois, algumas 

gotas de limão foram colocadas na língua do paciente para estimular a secreção da saliva 

pela glândula parótida.  

Durante o decorrer do estudo, verificamos que as concentrações de chumbo eram 

muito mais altas na saliva total do que nos outros tipos de saliva, provavelmente devido a 

contaminação por componentes como, por exemplo, restos alimentares. Por isso, essa saliva 

parou de ser coletada.  

As amostras foram armazenadas à -20ºC até suas análises. 

Tanto as amostras de sangue quanto as amostras de saliva de cada indivíduo foram 

coletadas na mesma hora. 

  
Figura 5: Coletor de Carlson–Crittenden modificado. 

 

Esmalte dental: 

Foram realizadas 4 microbiópsias em esmalte dental de cada criança, sendo 2 

microbiópsias sucessivas em incisivo central superior permanente direito (dente 11, e na 

ausência deste, o 21), e 2 microbiópsias sucessivas em canino superior decíduo direito 

(dente 53, e na ausência deste, o 63). Na ausência de dentes permanentes, a microbiópsia 

foi realizada apenas em decíduo e vice-versa. A técnica utilizada foi a de Brudevold et al. 

(1975) adaptada por Gomes et al. (2004).  Resumidamente, os dentes foram submetidos à 

profilaxia profissional com escova de Robinson, em baixa-rotação (Figura 6A), seguindo-se 

lavagem e secagem com ar e, em seguida, isolados relativamente com roletes de algodão. 
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Em seguida, uma fita adesiva (fita mágica, 810 Scotch® - 3M) com uma perfuração de 

diâmetro 1,6 mm foi firmemente aderida à porção central da superfície vestibular do dente, 

demarcando o local da biópsia. Nesta demarcação foram depositados, com uma micropipeta 

automática, 5 μl da solução de HCl a 1,6 mol.L-1 em glicerol 70% (v/v), e agitado 

suavemente com a ponta do pipetador durante 20 segundos (Figura 6B). A solução da 

biópsia foi aspirada e transferida a um tubo eppendorf (2 mL) contendo 200 μl de água 

MILLI-Q (Figura 6C), sendo aplicados, após, por 10 segundos, 5 μl de solução de glicerol a 

70% na demarcação, os quais também foram aspirados e adicionados à solução de biópsia 

presente no tubo de coleta. Finalizando este procedimento, a fita adesiva foi removida, o 

dente lavado com água durante 30 segundos, seco com jatos de ar e isolado novamente para 

receber aplicação de flúor neutro em gel (Figura 6D). O controle das biópsias foi obtido por 

meio de Blanks e por biópsias controle na superfície da bancada ou sobre as tampas dos 

suportes para ponteira (Figura 6E), a fim de verificar a contaminação pelo chumbo no 

ambiente de trabalho durante os procedimentos. 

As amostras foram divididas em duas metades (de 105 μl cada), sendo uma 

utilizada para a dosagem de fósforo e outra para a dosagem do chumbo, e armazenadas à -

20ºC até suas análises.  

 

A B

C D E

Figura 6 – Técnica da microbiópsia de esmalte. A - Profilaxia com escova de Robinson; B - Aplicação da 
solução ácida; C - Transferência da solução para o tubo de coleta; D - Aplicação tópica de flúor neutro e E - 
Biópsia controle. 
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Análises químicas 

Determinação de fósforo 

As concentrações de fósforo presentes nas amostras foram determinadas pelo 

método colorimétrico de Fiske & Subbarow (1925), cujo princípio é que o fósforo dos 

fosfatos minerais é transformado em fosfomolibdato, o qual é, em seguida, reduzido pelo 

ácido alfa-amino-naftol sulfônico a um produto de cor azul, cuja intensidade de coloração é 

proporcional ao teor de fósforo inorgânico presente na amostra. A determinação das 

concentrações de fósforo foi realizada em triplicata. A variação entre as triplicatas foram de 

0,2 a 6,3%. A reação consistiu de 30µl de amostra, 220 µl de água deionizada e 50 µl da 

solução de ácido molíbdico (molibdato de amônio a 2,5% (p/v) em 4N H2SO4), que foram 

cuidadosamente vortexados. Após 10 minutos, 20 µl do agente redutor foram adicionados à 

mistura e vortexados novamente. O agente redutor consiste em uma mistura em pó 

preparado com 1-Amino-2-Naphthol-4-Sulfônica Acid, sulfito de sódio e bissulfito de 

sódio na proporção 1:6:6. Minutos antes de usar, é misturado em água (2,5% (w/v)). 

Após 20 minutos, absorbância foi medida a 660 nm. O aparelho foi calibrado com 

padrões que apresentavam concentrações conhecidas de fósforo, que foram de: 1 µg/ml, 2 

µg/ml, 4 µg/ml e 8 µg/ml, utilizadas para a realização da curva de calibração. 

O conteúdo de fósforo de cada amostra de microbiópsia foi utilizado para calcular 

a quantidade de esmalte removida (g) e a profundidade de microbiópsia (µm). Sabendo-se 

que o esmalte humano é formado de cristais de hidroxiapatita, o qual contém 17,4% de P 

(Lazzari, 1976) e 37,1% de Ca (Brudevold et al., 1956) em peso, e que o esmalte possui 

uma densidade de 2,95 g/cm3 (Weidmann et al., 1967), a profundidade foi, então, calculada 

com base na fórmula do volume do cilindro – figura geométrica que se assemelha à camada 

do esmalte removido. A profundidade equivale, nesta figura, à altura do cilindro e foi 

deduzida pela expressão abaixo: 

v= B . h (1) 

h= v / B (1') 

d= m / v (2) 

v= m / d (2') 

Substituindo-se 2' em 1', tem-se: 
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h= m / B. d (3) 

B= π . r² (4) 

Substituindo-se 4 em 3 encontra-se: 

h= m / π . r² . d 

Sendo: 

v= volume do cilindro 

B= área da base do cilindro 

h= altura do cilindro (profundidade da biópsia) 

d= densidade do esmalte (2,95 g/cm3) 

m= massa do esmalte 

r= raio da biópsia 

π= 3,14 

A concentração de chumbo foi expressa em relação à massa de esmalte obtida para 

cada microbiópsia (µg/g). 

 

Determinação de chumbo 

As análises de chumbo foram realizadas pelo Prof. Dr. Fernando Barbosa Júnior 

do Departamento de Análises Clínicas, Toxicológicas e Bromatológicas da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. As concentrações 

de chumbo nas amostras de sangue total, pasma, salivas e microbiópsias de esmalte foram 

determinadas pela técnica da espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado 

(ICPMS) (Perkin Elmer Elan DRC II), de acordo com o método proposto por Barbosa et al. 

(2006).  Resumidamente, os 200 µl de sangue e 200 µl de soro foram diluídos na proporção 

de 1:50 e 1:10, respectivamente, com uma solução contendo 0,005% Triton X-100 em 0,5% 

(v/v) HNO3. As amostras de saliva e microbiópsia foram diluídas em solução de ácido 

nítrico 2% na proporção de 1:20.  

O limite de detecção do método foi de 0,03 µg/L e 0,02 µg/L para o soro e saliva 

respectivamente.  

 

Parâmetros hematológicos e parâmetros férricos: 
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As avaliações hematológicas foram realizadas pela Profa. Dra. Ana Maria de 

Souza do Departamento de Análises Clínicas, Toxicológicas e Bromatológicas da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto da Universidade de São Paulo. 

A partir da utilização do contador de células Micros – ABX, o número global de 

eritrócitos e a concentração de hemoglobina foram determinados, com o objetivo de 

detectar crianças com anemia, ou seja, com valor de hemoglobina abaixo de 11,5 g/dL 

(valor de referência: 11,0 - 15,0 g/dL, segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), 

2001).  

Para detecção de hemoglobinas variantes e quantificação de Hb A2 e Hb F, foi 

realizado o HPLC (Keren et al., 2008), com o uso do equipamento Variant II da Bio-Rad, e 

o “β-talassemia Short Program”. 

A ferritina sérica foi determinada pelo método de imunoquimioluminescência 

(Rohner et al., 2005), utilizando o kit Ferritin Immulite – DPC, England, com o 

equipamento Immulite 1 - DPC, England, e tinha o objetivo de verificar o status férrico e se 

a anemia presente decorria de deficiência de ferro (anemia ferropriva). O valor de 

referência de ferritina para crianças é > 15,0 ng/dL (OMS, 2001). 

 

Polimorfismos genéticos 

Os pacientes realizam um bochecho com 3 mL de solução de sucrose 3% durante 

1 min. Cada bochecho foi coletado em um tubo pra centrífuga (tipo Falcon) de 50 mL. 

Com uma haste de algodão, a mucosa da bochecha foi raspada e essa haste adicionada ao 

tubo. Das células epiteliais contidas nessa solução, o DNA foi extraído por meio da técnica 

de extração utilizando Acetato de Amônio (Aidar & Line, 2007).  

Devido à problemas durante a coleta dos bochechos, ou durante a extração do 

DNA, apenas 280 amostras foram utilizadas para as genotipagens.  

  

Polimorfismo Alad 

Um ensaio baseado na reação da cadeia polimerase (PCR) foi usado para 

determinar os genótipos para o polimorfismo Alad, utilizando os primers: 5’-

AGACAGACATTAGCTCAGTA-3’ e 5’-GGCAAAGACCACGTCCATTC-3’ (Wetmur et 
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al., 1991b). A reação de PCR foi realizada em um volume de 25 µl contendo 0,5 µM de 

cada primer, 200 µM de cada dNTP, o tampão de PCR 1X fornecido pela Invitrogen 

Corporation (Carlsbad, CA, USA; 10 mM Tris-HCl, pH 8,8, 50 mM kCl), 2,0 mM MgCl2, 

e 2,5 U de DNA Taq polimerase (Biosystems). As condições de corrida foram: 

predesnaturação à 94ºC por 4 min, seguida de 35 ciclos de desnaturação à 94ºC por 30s, 

anelamento à 61ºC por 30s e extensão à 72ºC por 1min. Finalmente, extensão foi conduzida 

à 72ºC por 4 min. Os produtos amplificados foram digeridos overnight com MspI à 37ºC, 

produzindo somente um fragmento de 582 pb para o genótipo ALAD 1-1, fragmentos de 

582 pb e 511 pb para o ADAL 1-2 e somente um fragmento de 511 pb para o ALAD 2-2.  

Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida 8% e 

visualizados por coloração de prata.  

 

Polimorfismo BsmI (rs 1544410) 

Um ensaio baseado na reação da cadeia polimerase (PCR) foi usado para 

determinar os genótipos para o polimorfismo BsmI no introm 8 usando os primers 5’-

CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA-3’ e 5’-

AACCAGCGGGAAGAGGTCAAGGG-3’, como descrito por Schwartz et al. (2000 b). A 

reação de PCR foi realizada em um volume de 25 µl que incluiu, aproximadamente, 500 ng 

de DNA genômico, 0,5 µM de cada primer, 200 µM de cada dNTP, o tampão de PCR 1X 

fornecido pela  Invitrogen Corporation (10 mM Tris-HCl, pH 8,8, 50 mM kCl), 2,0 mM 

MgCl2, e 2,5 U de DNA Taq polimerase (Biosystems, Curitiba, Brasil). As condições de 

corrida foram: predesnaturação à 94ºC por 5 min, seguida de 35 ciclos de desnaturação à 

94ºC por 30s, anelamento à 67ºC por 30s e extensão à 72ºC por 1 min. O fragmento 

resultante de 825 pb foi digerido com BsmI (New England Biolabs) por 2 h à 65ºC, 

produzindo fragmentos de 825 pb para o “alelo selvagem” (alelo “B”), ou 650 pb e 175 pb 

no caso do variante polimórfico (alelo “b”). Os fragmentos foram separados por 

eletroforese em gel de poliacrilamida 8% e visualizados por coloração de prata.     

 

Polimorfismo Apal (rs 7975232) 
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Para a detecção do polimorfismo Apal no introm 8, os primers 5’-

CAGAGCATGGACAGGGAGCAAG-3’ e 5’-CAACTCCTCATGGCTGAGGTCTC-3’ 

foram utilizados no PCR (Curran et al., 1999). A reação de PCR foi realizada em um 

volume de 25 µl contendo 0,25 µM de cada primer, 200 µM de cada dNTP, o tampão de 

PCR 1X fornecido pela  Invitrogen Corporation (10 mM Tris-HCl, pH 8,8, 50 mM kCl), 

2,0 mM MgCl2, e 2,5 U de DNA Taq polimerase (Biosystems). As condições de corrida 

foram: predesnaturação à 94ºC por 5 min, seguida de 35 ciclos de desnaturação à 94ºC por 

1 min, anelamento à 68ºC por 1 min e extensão à 72ºC por 1 min. Finalmente a extensão 

foi conduzida à 72ºC por 7 min. Os produtos amplificados foram digeridos com Apal 

(Fermentas Life Sciences) por 2h à 37ºC, produzindo fragmentos de 740 pb para o “alelo 

selvagem” (alelo “A”), ou 515 pb e 225 pb no caso do variante polimórfico (alelo “b”). Os 

fragmentos foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida 8% e visualizados 

por coloração de prata. 

 

Polimorfismo FokI (rs 10735810) 

Os genótipos para o polimorfismo FokI no exon 2 foram determinados por PCR 

usando os primers: 5’-GATGCCAGCTGGCCCTGGCACTG-3’ e 5’-

ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3’ (Curran et al., 1999). A reação de PCR foi 

realizada em um volume de 25 µl contendo 0,20 µM de cada primer, 200 µM de cada 

dNTP, o tampão de PCR 1X fornecido pela Invitrogen Corporation (10 mM Tris-HCl, pH 

8,8, 50 mM kCl), 2,0 mM MgCl2, e 2,5 U de DNA Taq polimerase (Biosystems). As 

condições de corrida foram: predesnaturação à 95ºC por 5 min, seguida de 35 ciclos de 

desnaturação à 94ºC por 1 min, anelamento à 69ºC por 30s e extensão à 72ºC por 30s. 

Finalmente, a extensão foi conduzida à 72ºC por 3 min. Os produtos amplificados foram 

digeridos com FokI (Fermentas Life Sciences) por 3 h à 55ºC, produzindo fragmentos de 

272 pb para o “alelo selvagem” (alelo “F”), ou 198 pb e 74 pb no caso do variante 

polimórfico (alelo “f”). Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de 

poliacrilamida 8% e visualizados por coloração de prata. 
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Análise estatística 

A normalidade da distribuição de todas variáveis contínuas foram analisadas, com 

o objetivo de selecionar o melhor método estatístico. Visto que a distribuição da 

concentração de chumbo não foi normal, utilizamos o teste não paramétrico de Mann 

Whitney para fazer todas as comparações de concentração de chumbo nos fluidos e esmalte 

dental. Valores de chumbo abaixo do limite de detecção (LD) foram eliminados da análise 

dos dados. 

Devido o grande número de amostras com quantidades muito baixas de chumbo, 

próximas ao limite inferior em que o grau de incerteza da dosagem aumenta, algumas 

comparações foram realizadas excluindo as amostras do primeiro quartil de concentração 

de chumbo (acima de 58,8 µg/g para a primeira e acima de 13,8 µg/g para a segunda 

microbiópsia em decíduos e acima de 165,1 µg/g para a primeira e acima de 53,4 µg/g para 

a segunda microbiópsia em permanentes). 

Para a análise das correlações, a concentração de chumbo no sangue, soro e 

esmalte dental foram transformadas em log10, com o objetivo de normalizar os dados, e o 

coeficiente de correlação de Pearson (r, p) foi calculado. Para a realização dessas análises, 

as crianças foram agrupadas, de acordo com a concentração de chumbo no sangue, em < 4 

µg/dL e ≥ 4 µg/dL e de acordo com a concentração de chumbo no esmalte, em < 400 µg/g e 

≥ 400 µg/g.  

O nível de significância utilizado em cada uma das estatísticas foi de 0,05 e a 

análise estatística foi realizada com o Programa Graph Pad Prism (Versão 3.0). 
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4 RESULTADOS  

4.1 Concentração de chumbo no sangue 

A concentração de chumbo no sangue total foi analisada em 444 crianças, sendo que 199 

(45%) eram meninos e 245 (55%) meninas. Esta concentração variou de 0,2 µg/dL a 9,4 µg/dL e 

teve como a mediana 2,1 µg/dL. Nenhuma criança apresentou nível de chumbo no sangue ≥ 10 

µg/dL e 10 % delas (n=44) exibiram chumbo ≥ 4,0 µg/dL. A figura 7 mostra a distribuição das 

crianças de acordo com o chumbo no sangue. 
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Figura 7: Distribuição da concentração de chumbo no sangue (μg/dL) nas crianças analisadas em Ribeirão 
Preto, SP, 2008 (n=444). 

 

Quando separamos a concentração de chumbo por sexo, verificamos que a mediana foi 

maior para os meninos (2,3 µg/dL) do que para as meninas (2,0 µg/dL), sendo que essa diferença 

foi estatisticamente significante (p= 0,0003) (Figura 8). 

 

 

 

 

  

 

 

 

* p= 0,003 

Figura 8: Concentração de chumbo no sangue (μg/dL) de 199 meninos e 245 meninas de Ribeirão Preto, SP, 
2008 (n=444). 
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 4.2 Concentração de chumbo no soro 

Vinte e uma amostras foram excluídas do estudo devido a óbvia contaminação 

pelo chumbo presente nos eritrócitos, verificada visualmente por meio da cor avermelhada 

do soro. A mediana da concentração de chumbo foi 0,4 µg/L e os níveis variaram de < 

Limite de Detecção (LD) (< 0,03 µg/L; n= 193) a 2,6 µg/L. As amostras < LD foram 

excluídas. Figura 9 mostra a distribuição das crianças de acordo com o chumbo no soro. 
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Figura 9: Distribuição da concentração de chumbo no soro (μg/L) nas crianças analisadas em Ribeirão Preto, 
SP, 2008 (n=230). 
 

4.3 Concentração de chumbo nas salivas 

A concentração de chumbo foi analisada em 255 amostras de saliva total e 444 

amostras de saliva sub e parótida. Durante o decorrer do estudo, verificamos que as 

concentrações de chumbo eram muito mais altas na saliva total do que nos outros tipos de 

saliva, provavelmente devido a contaminação por componentes como, por exemplo, restos 

alimentares. Por isso, essa saliva parou de ser coletada, o que explica o menor número de 

amostra.  

Os níveis de chumbo variaram de 0,1 µg/L a 17,2 µg/L, com mediana de 1,7 µg/L 

para a saliva total; < LD (< 0,02 µg/L, n= 31) a 9,4 µg/L, com mediana de 1,4 µg/L para a 

saliva sub; e < LD (n= 80) a 6,2 µg/L, como mediana de 1,3 µg/L para a saliva parótida.  

Houve uma diferença estatisticamente significante quando a quantidade de 

chumbo entre as salivas total e sub (p< 0,0001), total e parótida (p< 0,0001) e sub e 

parótida (p= 0,017) foram comparadas. A Figura 10 mostra a mediana e concentrações 

míninas e máximas de chumbo nos diferentes tipos de saliva dos mesmos indivíduos.  
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Foram testadas as correlações de chumbo entre as 3 salivas. Os coeficientes de 

correlação foram: r = 0,22, p= 0,0009, entre saliva total e sub; r = 0,24; p< 0,0001, entre 

saliva total e parótida e r = 0,49; p<0,0001, entre saliva sub e parótida (dados não 

mostrados).  
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Figura 10: Concentração de chumbo nas salivas (n=255) (µg/L): total, sub e parótida, Ribeirão Preto, SP, 
2008. 
 

4.4 Concentração de chumbo no esmalte dental e profundidade de microbiópsia 

A mediana da profundidade de microbiópsia encontrada para os dentes decíduos 

foi de 3,1 µm (variação, 0,4 a 10,0) e 3,9 µm (variação, 0,2 a 11,4) para a primeira e 

segunda microbiópsias, respectivamente. Para os permanentes, a mediana foi de 2,9 µm 

(variação, 0,1 a 11,6) e 3,1 µm (0,2 a 11,0) para a primeira e segunda microbiópsias, 

respectivamente. Uma diferença estatisticamente significante foi encontrada apenas nos 

dentes decíduos, entre as profundidades da primeira e segunda microbiópsias.  

 A mediana da concentração de chumbo para os dentes decíduos foi de 109,3 µg/g 

na primeira microbiópsia e 45,0 µg/g na segunda. Para os permanentes a mediana foi de 

308,3 µg/g para a primeira e 99,7 µg/g para a segunda microbiópsia.  

A porcentagem de crianças com valores de chumbo ≥ 400 µg/g em cada 

microbiópsia sucessiva foi de 9% (n= 35) e 3% (n= 12) para a primeira e segunda 
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microbiópsias nos decíduos, respectivamente, e 33% (n= 92) e 7% (n= 18) para a primeira e 

segunda microbiópsias nos permanentes.  

As figuras 11 e 12 exibem a distribuição das crianças no eixo x, permitindo a 

melhor visualização da concentração de chumbo no esmalte no eixo y, nos dentes decíduos 

e permanentes, respectivamente. 
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Figura 11: Distribuição da concentração de chumbo na primeira (n=395) e segunda (n=387) microbiópsias 
em esmalte dental de dentes decíduos (μg/g), Ribeirão Preto, SP, 2008. 
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Figura 12: Distribuição da concentração de chumbo na primeira (n=279) e segunda (n=261) microbiópsias 
em esmalte dental de dentes permanentes (μg/g), Ribeirão Preto, SP, 2008. 
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Quando separamos a concentração de chumbo presente no esmalte dental por 

sexo, verificamos que não há diferença entre os sexos quanto à concentração de chumbo 

quando todas as amostras são incluídas na análise (p= 0,62 e p= 0,56 para primeira e 

segunda microbiópsias respectivamente, em decíduos e p= 0,13 e p= 0,70 para primeira e 

segunda microbiópsias, em permanentes).  

Quando comparamos as amostras, excluindo as concentrações de chumbo do 

primeiro quartil, o resultado foi uma diferença estatisticamente significante da concentração 

de chumbo entre os sexos para a primeira (p= 0,01), e para a segunda (p= 0,06) 

microbiópsia em dentes decíduos (figura 13) e para os dentes permanentes, não houve 

diferença estatisticamente significante (p= 0,17 para a primeira e p= 0,09 para a segunda 

microbiópsia) (figura 14).   
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Figura 13: Média e desvio padrão da concentração de chumbo no esmalte dental decíduo (μg/g) de acordo 
com o sexo, nas microbiópsias com valores de chumbo dos 3º e 4º quartis, Ribeirão Preto, SP, 2008. 
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Figura 14: Média e desvio padrão da concentração de chumbo no esmalte dental permanente (μg/g) de 
acordo com o sexo, nas microbiópsias com valores de chumbo dos 3º e 4º quartis, Ribeirão Preto, SP, 2008. 
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As concentrações de chumbo foram diferentes entre as microbiópsias. Os dentes 

permanentes apresentaram maior quantidade de chumbo no esmalte dental quando 

comparados com os decíduos, tanto na primeira quanto na segunda microbiópsias. Essa 

diferença foi estatisticamente significante (p< 0,0001).  

A concentração de chumbo na primeira microbiópsia, tanto para os decíduos 

quanto para os permanentes, foi, respectivamente, 2,5 e 3,1 vezes maior do que na segunda. 

Em ambos os grupos de dentes, quando os níveis de chumbo da primeira microbiópsia 

foram comparados com os da segunda, a diferença também foi estatisticamente significante 

(p< 0,0001). A presença de um gradiente de concentração do metal, que decresce a partir da 

superfície do esmalte em direção ao seu interior, é a razão desta diferença.  

A profundidade de microbiópsia é um parâmetro importante quando a utilizamos 

para determinação dos níveis de chumbo no esmalte dental, em função do gradiente de 

concentração citado acima. As figuras 15 e 16 apresentam o valor do log10 da concentração 

de chumbo foi versus a profundidade de microbiópsia nos dentes decíduos e permanentes, 

respectivamente. Para os dentes decíduos, a análise da correlação de Pearson revelou um 

coeficiente de -0,41 (p< 0,0001) para a primeira microbiópsia e -0,54 (p< 0,0001) para a 

segunda. Para os permanentes, o coeficiente de correlação foi de -0,49 (p< 0,0001) para a 

primeira e -0,55 (p< 0,0001) para a segunda microbiópsia. 
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Figura 15: Log10 da concentração de chumbo versus profundidade de microbiópsia na primeira (n= 395) e 
segunda (n=387) microbiópsias em dentes decíduos, Ribeirão Preto, SP, 2008. 
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Figura 16: Log10 da concentração de chumbo versus profundidade de microbiópsia na primeira (n=279) e 
segunda (n=261) microbiópsias em dentes permanentes, Ribeirão Preto, SP, 2008. 

 

A concentração de chumbo na primeira microbiópsia se correlaciona 

positivamente com a concentração do metal na segunda microbiópsia. O coeficiente de 

correlação de Pearson foi 0,64 (p< 0,0001) e 0,53 (p< 0,0001), para os decíduos e 

permanentes, respectivamente (figura 17).  
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Figura 17 Log10 da concentração de chumbo na primeira microbiópsia versus Log10 da concentração de 
chumbo segunda microbiópsia nos dentes decíduos (n= 387) e permanentes (n=271), Ribeirão Preto, SP, 
2008. 
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A correlação entre as concentrações de chumbo nos dentes decíduos e 

permanentes mostrou os seguintes coeficientes de correlação: 0,36 (p< 0,0001) e 0,43 (p< 

0,0001) para correlação entre a primeira microbiópsia do decíduo e primeira do 

permanente, e segunda microbiópsia do decíduo com a segunda do permanente, 

respectivamente. As correlações entre a primeira microbiópsia do dente decíduo e segunda 

microbiópsia do permanente e, segunda microbiópsia do decíduo e primeira do permanente 

também foram averiguadas. Os coeficientes de correlação foram, respectivamente 0,34 

(p<0,0001) e 0,28 (0,0005). 

 

4.5 Correlações  

4.5.1 Correlação entre sangue e soro 

Não foi encontrada correlação estatisticamente significante entre o chumbo no 

sangue e chumbo no soro, para o grupo de crianças < 4 µg/dL (r= -0,07; p= 0,31), o mesmo 

ocorrendo para o grupo de crianças que apresentou chumbo no sangue total ≥ 4 µg/dL (r= -

0,14; p= 0,45), como mostra a figura 18.  
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Figura 18: Log10 da concentração de chumbo no sangue total versus Log10 da concentração de chumbo no 
soro, em relação aos grupos < 4 µg/dL (n= 194) e ≥ 4 µg/dL (n= 36) , Ribeirão Preto, SP, 2008. 
 

4.5.2 Correlação entre sangue/ soro e salivas 

Quando correlacionamos a concentração de chumbo no sangue total versus sua 

concentração nos 3 tipos de saliva no grupo de crianças < 4 µg/dL, encontramos uma 
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correlação fraca e não significante, o que é mostrado na figura 19. O coeficiente de 

correlação de Pearson foi 0,06 (p= 0,38) para a saliva total, 0,004 (p= 0,94) para a saliva 

sub e 0,05 (p= 0,42) para a saliva parótida.  

Para o grupo de crianças ≥ 4 µg/dL, a correlação entre a concentração de chumbo 

no sangue e as salivas total, sub e parótida também foi fraca, com coeficiente de correlação 

de Pearson, respectivamente, de  -0,18 (p= 0,41); 0,09 (p= 0,62) e 0,20 (p= 0,26). 
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Figura 19: Log10 da concentração de chumbo no sangue total versus Log10 da concentração de chumbo nas 
salivas total, sub e parótida, em relação ao grupo < 4 µg/dL , Ribeirão Preto, SP, 2008. 
 

 

Pelo fato de alguns autores afirmarem que o chumbo na saliva é a excreção direta 

da fração do metal não ligado a proteínas do plasma (Omokhodion & Crockford, 1991; 

Barbosa et al., 2005), realizamos a correlação entre chumbo no soro e chumbo nas 

diferentes salivas.  

A concentração de chumbo no soro versus sua concentração nas salivas total, sub 

e parótida, no grupo de crianças < 4 µg/dL, apresentou uma correlação fraca (figura 20). O 

coeficiente de correlação de Pearson foi 0,07 (p= 0,40) para a saliva total; 0,14 (p= 0,07) 

para a saliva sub e 0,16 (p= 0,06) para a saliva parótida.  

Para o grupo de crianças ≥ 4 µg/dL, houve uma correlação positiva, porém fraca e 

não significante entre a concentração de chumbo no sangue e salivas total (r= 0,21; p= 

0,35), sub (r= 0,20; p= 0,31) e parótida (r= 0,25; p= 0,22). 
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Figura 20: Log10 da concentração de chumbo no soro versus Log10 da concentração de chumbo nas salivas 
total, sub e parótida, em relação ao grupo < 4 µg/dL, Ribeirão Preto, SP, 2008. 
 

 4.5.3 Correlação entre sangue total e esmalte 

Quando correlacionamos a concentração de chumbo no sangue total versus sua 

concentração no esmalte dental decíduo e permanente, das crianças de ambos os grupos (< 

4 µg/dL e ≥ 4 µg/dL), encontramos uma correlação fraca e não significante, o que é 

mostrado nas figuras 21 e 22.  

Para os decíduos, os coeficientes de correlação de Pearson foram 0,03 (p= 0,43) 

para o grupo < 4 µg/dL e 0,17 (p= 0,20) para o grupo ≥ 4 µg/dL. Para os permanentes, os 

coeficientes de correlação de Pearson foram 0,02 (p= 0,69) para o grupo < 4 µg/dL e 0,06 

(p= 0,72) para o grupo ≥ 4 µg/dL. 

A correlação entre a concentração de chumbo no sangue e no esmalte decíduo e 

permanente, de crianças que apresentaram chumbo ≥ 400 µg/g no esmalte, mostrou um 

coeficiente de correlação de -0,09 (p= 0,59) e 0,09 (p= 0,44), respectivamente. 
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Figura 21: Log10 da concentração de chumbo no sangue total versus Log10 da concentração de chumbo no 
esmalte de dentes decíduos, em relação aos dois grupos (≥ 4 µg/dL e ≥ 4 µg/dL), Ribeirão Preto, SP, 2008. 
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Figura 22: Log10 da concentração de chumbo no sangue total versus Log10 da concentração de chumbo no 
esmalte de dentes permanentes, em relação aos dois grupos (≥ 4 µg/dL e ≥ 4 µg/dL), Ribeirão Preto, SP, 
2008. 
 

4.5.4 Correlação entre soro/salivas e esmalte 

Quando correlacionamos a concentração de chumbo entre esmalte dental e soro, 

para os decíduos, os coeficientes de correlação de Pearson foram 0,22 (p< 0,0001) para o 

grupo < 4 µg/dL e 0,19 (p= 0,16) para o grupo ≥ 4 µg/dL (figura 23). Para os permanentes, 

os coeficientes de correlação foram 0,27 (p< 0,0001) para o grupo < 4 µg/dL e -0,13 (p= 

0,48) para o grupo ≥ 4 µg/dL (figura 24). 
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A correlação entre a concentração de chumbo no soro e no esmalte decíduo e 

permanente, de crianças que apresentaram chumbo ≥ 400 µg/g no esmalte, mostrou uma 

correlação positiva e significante, com coeficiente de correlação de 0,65 (p< 0,0001) e 0,51 

(p< 0,0001), respectivamente (figura 25). 
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Figura 23: Log10 da concentração de chumbo no soro versus Log10 da concentração de chumbo no esmalte de 
dentes decíduos, em relação aos dois grupos (≥ 4 µg/dL e ≥ 4 µg/dL), Ribeirão Preto, SP, 2008. 
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Figura 24: Log10 da concentração de chumbo no sangue total versus Log10 da concentração de chumbo no 
esmalte de dentes permanentes, em relação aos dois grupos (≥ 4 µg/dL e ≥ 4 µg/dL), Ribeirão Preto, SP, 
2008. 
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Figura 25: Log10 da concentração de chumbo no soro versus Log10 da concentração de chumbo no esmalte de 
dentes decíduos (n=39) e permanentes (n=75), utilizando apenas amostras com chumbo no esmalte ≥ 400 
µg/g, Ribeirão Preto, SP, 2008. 
 

A correlação negativa entre a concentração de chumbo no esmalte e na saliva total 

mostrou-se fraca e sem significância, com coeficiente de correlação de -0,04 (p= 0,36) e -

0,09 (p= 0,11) para os decíduos e permanentes, respectivamente (figura 26). O mesmo 

aconteceu para as salivas sub e parótida, as quais apresentaram coeficientes de correlação 

de Pearson, respectivamente, de -0,06 (p= 0,14) e -0,04 (p= 0,50) para os decíduos, e -0,09 

(p= 0,10) e 0,02 (p= 0,67) para os permanentes (figuras 27 e 28). 
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Figura 26: Log10 da concentração de chumbo na saliva total versus Log10 da concentração de chumbo no 
esmalte de dentes decíduos e permanentes, Ribeirão Preto, SP, 2008. 
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Figura 27: Log10 da concentração de chumbo na saliva sub versus Log10 da concentração de chumbo no 
esmalte de dentes decíduos e permanentes, Ribeirão Preto, SP, 2008. 
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Figura 28: Log10 da concentração de chumbo na saliva parótida versus Log10 da concentração de chumbo no 
esmalte de dentes decíduos e permanentes, Ribeirão Preto, SP, 2008. 

 

A correlação entre a concentração de chumbo nas salivas no esmalte decíduo e 

permanente, de crianças que apresentaram chumbo ≥ 400 µg/g no esmalte, mostrou 

correlações fracas e não significantes. As salivas total, sub e parótida apresentaram, 

respectivamente, coeficientes de correlação de: 0,22 (p= 0,23); 0,06 (p= 0,73) e 0,07 (p= 

0,70) para os dentes decíduos e -0,04 (p= 78); -0,06 (p= 0,66) e 0,12 (p=0,35) para os 

permanentes . 
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4.6 Parâmetros hematológicos 

Cento e duas crianças (23%) apresentaram anemia, ou seja, valor de hemoglobina 

abaixo de 11,5 g/dL (valor de referência: 11,5 - 15,0 g/dL, segundo a OMS, 2001). A 

concentração de ferritina sérica foi utilizada para verificar a deficiência de ferro. O valor de 

referência deste parâmetro para crianças (OMS, 2001) é > 15,0 ng/dL.  

Das crianças com anemia, dezenove (18%) apresentaram níveis de ferritina abaixo 

desse valor (anemia ferropriva), dezesseis (16%) apresentaram hemoglobinopatia (traço 

talassêmico para β talassemia) e sessenta e sete (66%) não tinham uma etiologia conhecida 

para o valor baixo de hemoglobina. Além disso, onze crianças exibiram valores de 

hemoglobina > 11,5 g/dL, mas apresentaram deficiência de ferro (ferritina < 15,0 ng/dL).  

As crianças com anemia de etiologia conhecida foram excluídas das comparações.  

Estudos demonstram que o status nutricional afeta a absorção de chumbo, a qual é maior 

quando há deficiência de ferro, por isso, as crianças sem valores de hemoglobina < 11,5 

g/dL, mas com ferritina < 15,0 ng/dL, também foram excluídas das comparações. 

Não houve diferença na concentração de hemoglobina entre os sexos (p= 0,47). A 

média (desvio padrão) da concentração de hemoglobina nas meninas e nos meninos foi de 

11,9 g/dL (± 0,78) e 12,0 g/dL (± 1,12), respectivamente. 

A concentração de chumbo nos diferentes fluidos e no esmalte dental decíduo e 

permanente foi maior no grupo de crianças com anemia do que no grupo sem anemia. No 

entanto, essa diferença não foi estatisticamente significante. A tabela 3 sumariza os dados 

da mediana da concentração de chumbo nos diferentes fluidos e esmalte de crianças com 

anemia e sem anemia.  
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Tabela 3 – Mediana da concentração de chumbo no sangue total, soro e esmalte dental 
decíduo e permanente de crianças com e sem anemia, Ribeirão Preto, 2008. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Anemia Sem anemia p 

Sangue Total (µg/dL) 2,1 1,9 0,56 

Soro (µg/L) 0,09 0,07 0,63 

1ª MD* (µg/g) 130,8 101,5 0,10 

2ª MD** (µg/g) 52,1 43,2 0,09 

1ª MP† (µg/g) 339,7 306,8 0,36 

2ª MP†† (µg/g) 107,7 98,6 0,64 

* Primeira Microbiópsia em esmalte decíduo; ** Segunda Microbiópsia em esmalte decíduo; † Primeira 

Microbiópsia em esmalte permanente; †† Segunda Microbiópsia em esmalte permanente.   
 

4.7 Polimorfismos genéticos 

 ALAD 

 As crianças apresentaram a seguinte distribuição para os genótipos do 

polimorfismo da ALAD: 242 sujeitos com o genótipo ALAD 1-1 (86%), 38 com o genótipo 

ALAD 1-2 (14%) e nenhum com o genótipo ALAD 2-2 (0%).  

Sujeitos com o genótipo ALAD 1-1 mostram somente um fragmento de 582 pb e 

sujeitos com o genótipo ALAD 1-2 mostraram fragmentos de 582 pb e 511 pb (Figura 29). 

 

 

582 pb 
511 pb 

A B C  
 
Figura 29: Genótipos do polimorfismo da ALAD. Lanes A, B e C: Padrão DNA de 100 pb (“Ladder”), 
Genótipo ALAD 1-1 e ALAD 1-2, respectivamente.  
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A tabela 4 apresenta as medianas e concentrações mínimas e máximas do chumbo 

presente nos biomarcadores de dose interna estudados, além dos parâmetros de células 

sangüíneas, em relação ao polimorfismo da ALAD.  

Houve uma tendência da concentração de chumbo ser maior nos indivíduos com o 

genótipo ALAD 1-2 em todos os parâmetros analisados, no entanto, essa diferença não foi 

estatisticamente significante.  

 

Tabela 4 – Comparação entre as medianas das concentrações de hemoglobina e 
concentrações de chumbo no sangue, soro e esmalte dental entre os genótipos do 
polimorfismo da ALAD, Ribeirão Preto, 2008. 

     ALAD 1-1         ALAD 1-2 

       n= 242                  n= 38  

 
              p 

Sangue Total (µg/L) 2,1 2,2 0,50 

Soro (µg/L) 0,24 0,25 0,81 

Hemoglobina (g/dL) 12,0 12,2 0,50 

Esmalte Decíduo (µg/g) 56,0 82,9 0,08 

Esmalte Permanente (µg/g) 220,3 253,2 0,70 

  
 

VDR 

As tabelas 5, 6 e 7 apresentam a mediana e as concentrações mínimas e máximas 

de chumbo presentes nos biomarcadores de dose interna estudados, além dos valores de 

hemoglobina, em relação aos polimorfismos BsmI, ApaI e FokI, respectivamente. 

As seguintes distribuições para os genótipos dos polimorfismos de gene receptor 

da Vitamina D foram encontradas nos 280 indivíduos de que se tinha DNA:  

 

1) BsmI: 54 sujeitos com o genótipo BB (19%), 123 com o genótipo Bb (44%) e 103 com o 

genótipo bb (37%). As crianças o genótipo BB mostraram somente um fragmento de 825 

pb, com o genótipo Bb, fragmentos de 825 pb, 650 pb e 175 pb e com o genótipo bb, 
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fragmentos de 650 pb e 175 pb (Figura 30). Geralmente, os fragmentos de 175 pb saem do 

gel durante sua corrida. 

 

 

825 pb 

650 pb 

A B C  
 
Figura 30: Genótipos do polimorfismo do BsmI. Lanes A, B e C: Genótipo aa; Aa e AA, respectivamente.  
 
 
Tabela 5 – Comparação entre as medianas das concentrações de hemoglobina e 
concentrações de chumbo no sangue, soro e esmalte dental entre os genótipos do 
polimorfismo BsmI, Ribeirão Preto, 2008. 

     BB Bb    bb  

     p  n= 54 n= 123 n= 103 

Sangue Total (µg/L) 2,6 2,4 2,1 0,24 

Soro (µg/L) 0,20 0,27 0,20 0,29 

Hemoglobina (g/dL) 12,2 12,0 12,0 0,53 

Esmalte Decíduo (µg/g) 55,9 59,5 49,1 0,52 

Esmalte Permanente (µg/g) 169,8 134,3 116,3 0,42 

 
 

2) ApaI: 96 sujeitos com o genótipo AA (34%), 124 com o genótipo Aa (44%) e 60 com o 

genótipo aa (22%). As crianças o genótipo AA apresentam somente um fragmento de 740 

pb, com o genótipo Aa, fragmentos de 740 pb, 515 pb e 225 pb e com o genótipo b, 

 58



fragmentos de 515 pb e 225 pb (Figura 31). Geralmente, os fragmentos de 225 pb saem do 

gel durante sua corrida. 

 

740 pb 

515 pb 

A B  

Figura 31: Genótipos do polimorfismo do ApaI. Lanes A e B: Genótipo AA e Aa, respectivamente.  
 
 
 
Tabela 6 – Comparação entre as medianas das concentrações de hemoglobina e 
concentrações de chumbo no sangue, soro e esmalte dental entre os genótipos do 
polimorfismo ApaI, Ribeirão Preto, 2008. 
 

     AA 

 n= 96 

  Aa 

n=124 

  aa 

n=60 
 

 

   p 

Sangue Total (µg/L) 2,6  2,4  2,2  0,24 

Soro (µg/L) 0,19  0,28  0,17  0,57 

Hemoglobina (g/dL) 12,0  12,3  12,1  0,76 

Esmalte Decíduo (µg/g) 57,8  67,8  49,1  0,09 

Esmalte Permanente (µg/g) 178,2  134,6  97,7  0,22 

 
 
 
2) FokI: 100 sujeitos com o genótipo FF (36%), 147 com o genótipo Ff (52%) e 33 com o 

genótipo ff (12%). As crianças o genótipo FF mostraram somente um fragmento de 272 pb, 

com o genótipo Ff, fragmentos de 272 pb, 198 pb e 74 pb e com o genótipo ff, fragmentos 

de 198 pb e 74 pb (Figura 32). 
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272 pb 

198 pb 

74 pb 

A B C  
 
Figura 32: Genótipos do polimorfismo do FokI. Lanes A, B e C: Genótipo ff, FF e Ff, respectivamente.  
 
 
 
Tabela 7 – Comparação entre as medianas das concentrações de hemoglobina e 
concentrações de chumbo no sangue, soro e esmalte dental entre os genótipos do 
polimorfismo FokI nos grupos < 4 µg/dL e ≥ 4 µg/dL, Ribeirão Preto, 2008. 
 

    FF 

 n= 100 

  Ff  
 n=147 

ff 

   n=33 

 
 

 

  p 

Sangue Total (µg/L) 
 

2,5  2,4  2,1  0,60 

Soro (µg/L) 

 
 

0,23  0,26  0,15  0,58 

Hemoglobina (g/dL) 

 
 

12,0  12,0  11,9  0,99 

Esmalte Decíduo (µg/g) 

 
 63,8  55,4  46,9  0,24 

Esmalte Permanente (µg/g) 

 
 173,7  126,9  82,5  0,23 
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5 DISCUSSÃO 

5.1 Sangue e Soro 

Este foi o primeiro estudo que determinou e correlacionou a concentração de 

chumbo em diferentes biomarcadores de dose interna em crianças não expostas. Nas 

amostras de sangue total, 100% das crianças apresentaram concentrações de chumbo abaixo 

do limite recomendado pelo CDC (1991), que é de 10 µg/dL. Do total, 10% delas exibiram 

níveis de chumbo entre 4,0 e 9,4 µg/dL.  

Estudos realizados desde 1991 reforçam evidências de que o desenvolvimento 

físico e mental das crianças pode ser afetado quando elas apresentam concentrações de 

chumbo no sangue abaixo de 10 µg/dL (Binns et al., 2008). Bellinger et al., (1992) 

mostraram que entre crianças que apresentaram uma média de chumbo no sangue igual a 7 

µg/dL aos 2 anos de idade, uma associação inversa significante foi encontrada entre 

concentrações de chumbo no sangue e diminuição cognitiva e déficits na performance 

escolar aos 10 anos de idade, demonstrando também a persistência dos efeitos adversos do 

chumbo. Entre 4853 crianças com idades entre 6 e 16 anos (NHANES - National Health 

and Nutrition Examination Survey, 1999-2000), o chumbo no sangue foi inversamente 

associado com 4 medidas da função cognitiva, mesmo quando a amostra estava restrita às 

crianças com concentrações menores que 5 µg/dL. (Lanphear et al., 2000). Em subgrupos 

de 101 crianças, as quais possuíam concentração de chumbo no sangue < 10 µg/dL aos 6, 

12, 18, 24, 36, 48 e 60 meses de idade, Canfield et al. (2003) encontraram uma associação 

significante entre tal concentração e diminuição de QI nas idades de 3 e 5 anos. Chiodo et 

al. (2004) também reportaram uma associação inversa significante entre função 

neuropsicológica e concentração do chumbo no sangue < 10 µg/dL. Surkan et al. (2007) 

avaliaram a associação entre nineis de concentração menores que 10 µg/dL e um amplo 

espectro de habilidades cognitivas de 534 crianças com idades entre 6-10 anos. Suas 

análises confirmaram estudos anteriores de que os níveis sanguíneos de chumbo <10 µg/dL 

estariam relacionados a uma cognição comprometida, especialmente ligada à atenção 

espacial e funções de execução.  

De 2002 a 2004, um grupo de estudo do “CDC Advisory Committee on Childhood 

Lead Poisoning Prevention” (ACCLPP) revisou a literatura científica relacionada aos 
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efeitos adversos para a saúde associados com concentração de chumbo no sangue < 

10ug/dL. No relatório de 2005, o grupo concluiu que existia uma associação inversa entre 

concentração de chumbo no sangue e função cognitiva, com nenhuma evidência de uma 

associação mais fraca em populações com baixos níveis de chumbo no sangue (CDC, 

2005).  

Estes estudos sugerem que há uma necessidade de expandir o conhecimento a 

respeito da toxicidade do chumbo e também, de reconsiderar se as diretrizes atuais 

fornecem proteção adequada para crianças suscetíveis à intoxicação pelo metal. 

Encontramos que a concentração de chumbo no sangue estava associada com o 

sexo, sendo mais alta em meninos do que em meninas. Esta maior concentração no sexo 

masculino é freqüentemente descrita na literatura para crianças da mesma faixa etária 

estudada (Roels et al., 1980; Cleymaet et al.., 1991 c; Trepka et al., 1997; Meyer et al., 

1998; Paoliello et al., 2002). Isto acontece, provavelmente, porque os meninos estão mais 

propensos a brincar fora de casa do que as meninas, o que os expõe mais à poeira.   

Uma questão importante é o fato de termos conseguido tido a adesão de apenas 

metade das crianças (46%). Esse é um viés que pode ter levado a resultados diferentes da 

realidade de escolares de 6-8 anos matriculados nas escolas públicas do bairro Campos 

Elíseos de Ribeirão Preto. Como a criança somente podia participar do estudo mediante a 

assinatura do termo de consentimento pelos pais ou um responsável, e ainda assim a criança 

deveria permitir livremente a coleta de sangue (que era o único procedimento incômodo), 

somente os pais mais participativos, que foram às reuniões feitas nas escolas e cientes da 

importância do estudo permitiram a participação dos filhos. Além disso, os dados mostram 

uma exposição indevida na população de 6-8 anos, em região sem contaminação descrita, o 

que merece estudos mais aprofundados, principalmente na população de 1-3 anos, época 

em que as crianças apresentam as maiores concentrações de chumbo no sangue (Bellinger, 

2004).  

Em relação à concentração de chumbo no plasma, os estudos apresentam 

resultados variados (Everson & Patterson, 1980). Este fato deve-se, principalmente, aos 

métodos de coleta e de determinação de chumbo inapropriados. No entanto, a utilização de 

instrumentos analíticos mais sensíveis, especialmente a espectrometria de massa com 
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plasma indutivamente acoplado (ICPMS), tem resultado em determinações de chumbo no 

plasma com limites de detecção muito menores e com melhor precisão (Barbosa et a., 

2005).  

Resultados baseados na metodologia com ICPMS, Schutz et al. (1996) e Bergdahl 

et al. (1999) mostraram níveis de chumbo no plasma de 0,15 (variação de 0,1 a 0,3) µg/L 

em adultos não expostos e 0,21 (variação de 0,14 a 0,38) µg/L, em crianças não expostas, o 

que está de acordo com os dados do presente estudo, no qual as concentrações de chumbo 

no soro variaram de < 0,03 a 2,6 µg/L, com mediana de 0,4 µg/L. Na literatura, há poucos 

trabalhos que determinaram chumbo no plasma de crianças, especialmente em crianças não 

expostas. 

Em crianças expostas, Rosen et al. (1974) relataram concentrações de chumbo no 

plasma que variavam de 10 a 70 µg/L, e não encontraram correlação entre chumbo no 

plasma e chumbo no sangue, o qual variou de 20,0 a 136,0 µg/dL. Cavalleri et al. (1978) 

mostraram uma correlação entre chumbo no plasma (média= 6,2 µg/L) de 75 recém-

nascidos (média da concentração de chumbo no sangue = 25,4 µg/dL) e os níveis de 

chumbo no plasma de suas mães, mas nenhuma correlação foi encontrada com a quantidade 

do metal nas hemácias.  

Nossos resultados também não encontraram correlação entre concentração de 

chumbo no sangue e soro, nem para as crianças com chumbo no sangue < 4 µg/L (r= -0,07; 

p= 0,31; n= 194), nem para aquelas com níveis ≥ 4 µg/L (r= -0,14; p= 0,45; n=36). Talvez, 

se tivéssemos uma maior quantidade de crianças com concentrações mais altas de chumbo 

no sangue, a correlação fosse mais forte e significante. Estes dados corroboram os estudos 

citados acima, apesar da grande diferença entre os valores da concentração de chumbo no 

plasma encontrados nesses estudos anteriores e os valores que encontramos no nosso, que 

são bem mais baixos. Em contrapartida, em um estudo envolvendo crianças expostas e não 

expostas, Bergdahl et al. (1999) encontraram uma correlação não-linear entre chumbo no 

sangue e chumbo no plasma: a razão Pb-sangue/Pb-plasma diminuía com o aumento do 

chumbo no plasma. Em adultos, essa mesma relação não-linear foi demonstrada em 

análises do chumbo no sangue total e plasma de trabalhadores expostos (Schutz et al., 

1996; Bergdahl et al., 1997 b). Estes autores mostraram uma estreita e exponencial relação 
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entre os dois, na qual a percentagem de chumbo presente no plasma aumentava com níveis 

crescentes de chumbo no sangue. Uma possível explicação para este aumento pode ser a 

saturação progressiva dos sítios de ligação com maior afinidade para chumbo nos 

eritrócitos, como por exemplo, a ALAD. Mantoan & Cook, (1984) também encontraram 

uma correlação curvilinear entre chumbo no soro e chumbo no sangue de adultos. No 

entanto, as concentrações de chumbo no plasma foram muito mais altas.  

Essas concentrações relativamente mais altas do chumbo no plasma, relatadas na 

maioria dos estudos anteriores, podem ter outras explicações além dos problemas 

analíticos, como por exemplo, alto grau de hemólise ou mesmo contaminação das amostras 

(Schutz et al., 1996). 

Smith et al. (1998) mostraram que a contaminação exógena, a escolha do tubo de 

coleta e do anticoagulante e a presença de hemólise são fatores que contribuem 

significativamente para a variabilidade e viés nos resultados. De acordo com os autores, a 

hemólise pode levar a um aumento significativo da concentração de chumbo no plasma. 

Portanto, no presente estudo, as amostras de sangue, ao serem coletadas, eram 

imediatamente centrifugadas, para evitar a transferência do chumbo presentes nos 

eritrócitos para o soro. Além disso, amostras de plasma com óbvia contaminação pelos 

eritrócitos foram excluídas das análises dos dados. As amostras com ligeira coloração 

avermelhada foram mantidas, pois, de acordo com Schutz et al. (1996), amostras com 

ligeira coloração avermelhada não apresentaram concentrações de chumbo no plasma e 

sangue significativamente diferentes daquelas sem nenhuma hemólise visível.  

A cinética da concentração do chumbo no plasma ainda não está bem 

caracterizada como está no sangue. Algumas variáveis, como por exemplo, o status 

nutricional da criança, podem afetar a relação Pb-plasma /Pb-sangue (Bergdahl et al., 

1999). Além disso, a escassez de trabalhos dificulta a comparação entre os estudos.  

 

5.2 Saliva 

Apesar de algumas desvantagens, como ausência de material de referência 

certificado e grande variação do fluxo salivar durante o dia, a saliva tem sido proposta por 
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alguns autores como um possível biomarcador de exposição ao chumbo (Silbergeld, 1993; 

Koh et al., 2003; Nriagu et al., 2006).   

 A especificação do método de coleta de saliva é importante, uma vez que 

variações na concentração de chumbo também dependem do modo de como a ela é 

coletada. No estudo de Brodeur et al. (1983), os sujeitos lavavam a boca com solução de 

ácido cítrico 3% para estimular o fluxo salivar antes da coleta. No método utilizado por 

Fung et al. (1975) e por Gonzalez et al. (1997), a criança mastigava um chiclete sem 

açúcar, também para estimular o fluxo. A saliva parótida foi coletada nos trabalhos de 

DiGregorio et al. (1974) e Barbosa et al. (2006) e a saliva total não estimulada foi utilizada 

por Cleymaet et al., (1991 d), Koh et al. (2003), Wilhelm et al. (2002), Nriagu et al. (2006) 

e Costa de Almeida et al. (2008). No presente estudo, foram utilizadas saliva total e salivas 

coletadas das glândulas submandibular/sublingual e parótida.  

De acordo com DiGregorio et al. (1974), a saliva total, a qual representa as 

secreções das glândulas menores e maiores, apesar de ser a mais utilizada na maioria dos 

trabalhos, contem elementos não salivares, como células epiteliais descamadas e restos 

alimentares. Além disso, ela é mais suscetível a variações no fluxo salivar e contaminação 

durante sua coleta, o que poderia explicar, em nosso trabalho, sua maior concentração de 

chumbo quando comparada com as salivas sub e parótida (p= 0,0001). Apesar da mediana 

da concentração de chumbo na saliva total ter sido baixa (1,7 µg/L), sua variação foi 

grande, de 0,1 a 17,0 µg/L. Por este fato, ela parou de ser coletada após as dosagens inicias. 

A concentração de chumbo na saliva varia muito entre estudos. Os trabalhos mais 

antigos apresentaram concentrações de chumbo muito altas na saliva, como por exemplo, 

34 µg/L para saliva da parótida (DiGregorio et al., 1974) e 44 µg/L e 55 µg/L para saliva 

total  (Brudevold et al., 1977 e P’an, 1981, respectivamente). Koh et al. (2003) atribuíram 

essa alta concentração do metal na saliva como decorrente da contaminação durante a 

coleta ou processamento das amostras.  

Outros valores encontrados em estudos recentes, que são consistentes com nossos 

resultados, incluem: 7,7 µg/L na saliva total (Koh et al., 2003) e 0,85 µg/L na saliva 

parótida de adultos expostos (Barbosa et al., 2006); 2,4 µg/L na saliva total de adultos não 

expostos (Nriagu et al., 2006); 1,64 e 5,85 µg/L na saliva total de crianças não expostas e 
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expostas, respectivamente (Costa de Almeida et al., 2008) e um estudo em que 89% das 

amostras apresentaram chumbo abaixo do limite de detecção (1,5 µg/L) em crianças não 

expostas (Wilhelm et al., 2002).  

Nós mostramos, em um recente estudo (Costa de Almeida et al., 2008), uma 

relação entre chumbo na saliva total e contaminação ambiental, visto que as concentrações 

de chumbo na saliva de crianças residentes em uma região notoriamente contaminada eram 

3,5 vezes mais altas do que na saliva de crianças de uma cidade aparentemente não 

contaminada.  

As correlações relatadas na literatura entre chumbo na saliva e no sangue e/ou 

plasma têm sido discordantes. Em estudo com adultos expostos ao metal, P’an (1981) 

encontrou uma boa correlação entre chumbo no sangue e saliva (r= 0,72), ao contrário de 

Koh et al. (2003) e Barbosa et al. (2006), que mostraram uma fraca correlação entre 

chumbo na saliva e sangue (r= 0,41 e r= 0,27; respectivamente). Esses últimos, ainda 

reportaram uma fraca correlação entre chumbo na saliva e plasma (r= 0,28). Em indivíduos 

não expostos, as correlações encontradas entre chumbo na saliva e sangue foram fracas. 

DiGregorio et al (1974) e Omokhdion e Cockford (1991) exibiram, respectivamente, um 

coeficiente de correlação de 0,13 e -0,18. Nossos resultados não encontraram correlação 

entre concentração de chumbo no sangue e salivas total, sub e parótida, tanto para o grupo 

< 4 µg/L, quanto no grupo ≥ 4 µg/L. Como os estudos citados acima foram realizados em 

adultos, suas comparações com o atual trabalho não são possíveis. 

Em um estudo realizado em crianças expostas com idades entre 7 e 12 anos, 

Cleymaet et al. (1991 d) coletaram sangue em intervalos regulares de 6 meses, durante 6 

anos. A saliva total foi coletada apenas uma vez, 1 ano antes do término das coletas. A 

correlação entre a única medida de concentração de chumbo na saliva foi testada com todas 

as medidas de chumbo no sangue coletadas durante os 6 anos, e só houve correlação no 

período de sua coleta.   

Para melhor explorar a relação entre chumbo na saliva e chumbo no sangue, um de 

nossos estudos anteriores (Costa de Almeida et al., 2008) examinou se existia correlação 

entre chumbo na saliva total e sangue de crianças moradoras nas proximidades de uma 

região contaminada por uma fábrica de baterias, com base em dados de chumbo no sangue, 

 66



obtidos nas avaliações periódicas das crianças pelo Sistema de Vigilância Epidemiológica. 

Para essa correlação, duas dosagens de sangue foram utilizadas: uma antes e outra após a 

implementação de medidas de controle ambiental na região. Os coeficientes de correlação 

encontrados foram de 0,76 e 0,03 entre a concentração de chumbo na saliva e no sangue 

antes e depois das medidas de controle, respectivamente. As quantidades de chumbo no 

sangue dessas crianças, antes das medidas de remediação, eram mais altas do que as 

concentrações encontradas nas crianças do atual estudo. Após essas medidas entrarem em 

vigor, os níveis de chumbo no sangue diminuíram a níveis comparáveis com os 

encontrados no presente trabalho, assim como sua correlação com a concentração na saliva.      

Essas correlações fracas entre concentração de chumbo no sangue e saliva podem 

ser um indicativo de que muitos fatores moderam a excreção do chumbo na saliva, bem 

como as relações biocinéticas (Nriagu et al., 2006). Os principais fatores fisiológicos que 

afetam a razão Pb-saliva/Pb-sangue incluem a composição da saliva (principalmente o 

conteúdo de proteínas que podem se combinar ao chumbo) e a taxa patofisiológica de fluxo 

salivar, a qual pode ser influenciada pela idade, medicação, stress e ritmo circadiano (Jusko 

& Milsap, 1993). De acordo com Koh et al. (2003), podem existir diferentes taxas de 

excreção do chumbo na saliva, conforme as diferentes concentrações do metal no sangue.  

As relações de transporte e cinética entre chumbo no sangue e saliva têm sido 

exploradas em alguns estudos com animais. Depois de repetidas injeções intraperitoneais de 

acetato de chumbo em ratos, as concentrações do metal encontradas nas salivas 

submandibular/sublingual e parótida foram de 50% e 22% da concentração de chumbo do 

sangue, respectivamente (Ghazi-Khansari et al., 1997). Tal concentração foi altamente 

correlacionada com o chumbo nas salivas sub (r=0,78) e parótida (r=0,93). Mobarak & 

P’an (1984) observaram, também após repetidas injeções intraperitoneais de acetato de 

chumbo em ratos, que a concentração de chumbo na saliva era cerca de 5%  da 

concentração no sangue total e 61% da concentração no plasma. A concentração de chumbo 

na saliva total dos ratos foi significantemente correlacionada com as concentrações, tanto 

no sangue (r=0,78) como no plasma (r= 0,80), além disso, o chumbo também estava 

presente no tecido da glândula sabmandibular.  
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Os estudos sugerem que o chumbo no sangue total consiste em 2 grupos - uma 

fração ligada à proteínas nos eritrócitos e uma fração difusível no plasma (Cleymaet et al., 

1991 d, Koh et al., 2003). Visto que a saliva é formada por transporte ativo de água e íons 

do plasma (Humphrey & Williamson, 2001), alguns autores sugerem que ela seja a 

excreção direta da fração do metal não ligado a proteínas do plasma (P’an, 1981; 

Omokhodion & Crockford, 1991). No entanto, nossos resultados, não encontraram 

correlação entre concentração de chumbo soro e salivas total, sub e parótida, tanto para o 

grupo < 4 µg/L, quanto no grupo ≥ 4 µg/L. Talvez, essa ausência de correlação seja devido 

a baixa concentração de chumbo em que as crianças estão expostas, mesmo no grupo ≥ 4 

µg/L. Não existem outros trabalhos que correlacionam a concentração de chumbo na saliva 

e soro/plasma de crianças. 

 

5.3 Esmalte Dental 

A maioria dos estudos que utiliza medidas de chumbo em dentes obtém os dados a 

partir de dentes inteiros extraídos. No entanto, a quantidade de chumbo presente nos 

diferentes dentes não é uniforme. Alguns autores relatam que a concentração do chumbo 

varia entre incisivos, caninos e molares, apresentando um gradiente que decresce dos 

incisivos para os molares (Mackie et al., 1977; Paterson et al., 1988; Tvinnereim et al., 

2000; Karahalil et al., 2007). Tendo em vista esse padrão de concentração de chumbo 

inconsistente entre os tipos de dentes, o que torna complicado as comparações entre os 

dados de diferentes estudos, optamos por utilizar somente um tipo de dente para os 

decíduos (canino superior direito) e permanentes (incisivo central superior direito).     

Grandjean et al. (1984, 1986) e Smith et al. (1983) não encontraram diferenças nas 

concentrações de chumbo presentes em dentes contralaterais, por isso, na impossibilidade 

de se usar os dentes anteriormente escolhidos, devido a sua ausência, ou presença de cárie 

vestibular, o dente contralateral foi utilizado. 

Outro fator que torna difícil a comparação entre os estudos em dentes é a 

utilização de diferentes porções do dente, isto é, alguns utilizam o dente inteiro ou apenas a 

dentina coronária ou radicular, outros, ainda, utilizam esmalte total ou, então, a superfície 
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do esmalte. Esses tecidos possuem composições diferentes e consequentemente, 

quantidades diferentes de chumbo (Purchase & Fergusson, 1986). 

Poucos estudos utilizaram a microbiópsia de esmalte in vivo como amostra para 

dosagem de chumbo tanto em dentes permanentes (Brudevold et al., 1975; Cleymaet et al., 

1991 a, b, c, d), quanto em decíduos (Gomes et al., 2004; Costa de Almeida et al., 2007; de 

Almeida et a., 2008). Além disso, a maioria dos estudos que a utilizaram limitou-se à 

realização de uma única microbiópsia, o que dificulta ainda mais as comparações. A 

realização dessa técnica é fácil, não causa desconforto para a criança e é mais simples do 

que a coleta de amostras de dentina de dentes esfoliados.  

Em um trabalho enviado para publicação (Costa de Almeida et al.), nós 

estudamos a morfologia das microbiópsias, por meio de Microscopia Eletrônica de 

Varredura e Microscopia de Luz Polarizada, e verificamos que a microbiópsia não 

desmineraliza o esmalte em profundidade. Além disso, pela análise da birrefringência do 

esmalte, pôde ser demonstrado que nenhuma perda mineral ocorre no esmalte devido ao 

procedimento do ataque ácido. Esses achados mostram que a microbiópsia não é um 

procedimento invasivo. 

A profundidade de microbiópsia é um parâmetro importante para a determinação 

de chumbo no esmalte, pois existe um gradiente de concentração de chumbo, que decresce 

a partir da superfície do esmalte em direção ao seu interior. No presente estudo, esse 

gradiente pôde ser observado em duas situações: quando comparamos a concentração de 

chumbo na primeira microbiópsia, tanto em decíduos quanto em permanentes, com a 

segunda sucessiva, a qual sempre apresentou menor quantidade de chumbo; e quando 

correlacionamos a concentração de chumbo com a profundidade de microbiópsia, que 

forneceu uma correlação negativa e significante. Assim como no presente estudo, esse 

gradiente também foi descrito por vários autores para dentes permanentes (Brudevold et al., 

1975, 1977; Purchase & Fergusson, 1986; Cleymaet et a., 1991 a, b, c, d) e dentes decíduos 

(Gomes et al., 2004; Costa de Almeida et al., 2007). Com isso, apenas microbiópsias de 

profundidades similares podem ser comparadas, uma das desvantagens da utilização desta 

técnica, pois a variação da profundidade é difícil de ser controlada, mesmo quando o 

procedimento é realizado por um mesmo indivíduo e todos os outros fatores referentes à 
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técnica são controlados. Diferenças na temperatura ambiente, evaporação da solução ácida 

e maior resistência do dente são alguns fatores que podem afetar a profundidade de 

microbiópsia (Cleymaet et al., 1991 d).    

Uma importante correlação foi demonstrada entre a primeira e a segunda 

microbiópsias em decíduos (r= 0,64) e permanentes (r= 0,53), concordando com os 

resultados de Cleymaet et al. (1991 a), que encontraram um coeficiente de correlação de 

0,74 entre as duas microbiópsias sucessivas realizadas em dentes permanentes in vivo. No 

entanto, de acordo com os autores, a segunda microbiópsia forneceu resultados de 

concentração de chumbo mais confiáveis. Gomes et al. (2004) afirmaram que as 

microbiópsias mais profundas também mostraram resultados mais consistentes da 

concentração de chumbo, devido à grande variabilidade dos níveis de chumbo na superfície 

do esmalte.  

   A mediana da concentração de chumbo encontrada na primeira microbiópsia dos 

dentes decíduos (109,3 µg/g) foi mais baixa quando comparada com aquelas obtidas em um 

estudo anterior, em uma profundidade semelhante (286,2 µg/g para a região não industrial e 

457,3 µg/g para a região industrial de Piracicaba, SP; Gomes et al., 2004). A mediana da 

segunda microbiópsia no dente decíduo (45,9 µg/g), por sua vez, foi comparável à 

concentração de chumbo, encontrada nesse mesmo estudo, em uma profundidade também 

semelhante (quarto quartil de profundidade), em relação à região não industrial (42,0 µg/g), 

mas não em relação à região industrial (118,9 µg/g). 

O trabalho anterior de nosso grupo, o qual sugere que o esmalte dental é um bom 

marcador para exposição passada ao chumbo, revelou uma mediana de concentração de 

chumbo 206 µg/g, para as 247 crianças que participaram do estudo em Ribeirão Preto, SP. 

Quando as crianças foram separadas de acordo com o bairro em que moravam, os valores 

de mediana variaram de 127 µg/g a 337 µg/g, os quais foram mais altos, mas também 

comparáveis com os da primeira microbiópsia em decíduos do atual estudo. O mesmo 

estudo mostrou um valor muito alto (786 µg/g) de concentração do metal na superfície do 

esmalte decíduo para as crianças residentes em uma região contaminada (nas proximidades 

de uma fábrica de baterias, no município de Bauru, SP).  
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No trabalho seguinte (de Almeida et al., 2008), o qual deu origem à presente 

pesquisa, quando as amostras de esmalte mais superficiais (1,9 a 3,18 µm; valor do 

primeiro quartil de profundidade) foram excluídas das análises, verificou-se um plateau de 

concentração de chumbo na subsuperfície do esmalte das crianças da região contaminada 

(ao redor de 600 µg/g). Ainda neste estudo, as medianas da concentração de chumbo da 

subsuperfície do esmalte dos grupos de crianças presentes em cada região de Ribeirão Preto 

foram reanalisadas, e verificou-se que 30% delas, em um determinado bairro (Campos 

Elíseos), apresentavam chumbo na subsuperfície do esmalte ≥ 600 µg/g. Esse achado não 

se repetiu nos nossos resultados atuais. Apenas 7% (n= 28) das crianças apresentaram 

concentração de chumbo ≥ 600 µg/g nos dentes decíduos. Ainda, quando excluímos as 

amostras com microbiópsias mais superficiais (do primeiro quartil de profundidade), esse 

número diminuiu para 3% (n= 12). Isto pode ser explicado pelo fato de que, como a 

pesquisa anterior incluía apenas dados de chumbo no esmalte (coletados pelo procedimento 

da microbiópsia, que é indolor e não invasivo), o consentimento dos pais para a 

participação das crianças era maior (cerca de 90%). Entretanto, como a pesquisa atual 

envolvia, além das microbiópsias, a coleta de sangue, muitos pais (cerca de 50%) não 

consentiam a participação das crianças, por medo ou desinformação. Talvez, esse tenha 

sido o motivo da menor quantidade de crianças com chumbo ≥ 600 µg/g. Por causa dessa 

pequena quantidade de crianças com esse valor concentração, algumas correlações foram 

feitas utilizando como ponto de corte 400 µg/g de chumbo no esmalte e não 600 µg/g. 

Os resultados de chumbo na superfície do esmalte permanente (primeira 

microbiópsia, mediana= 308,3; para uma profundidade média de 2,9 µm) foram de 2,5 a 8 

vezes mais baixos do que de outros estudos que também utilizaram microbiópsia em 

esmalte permanente. No trabalho de Brudevold et al. (1975), a concentração de chumbo 

encontrada, para uma profundidade similar, foi de 1250 µg/g. Já Cleymaet et al. (1991 d) 

encontraram uma mediana de 1066 µg/g em uma região industrializada da Bélgica, e, 

interessantemente, a mediana encontrada na superfície do esmalte de dentes permanentes de 

crianças do Kenya, onde baixas concentrações de chumbo ambiental foram encontradas, foi 

de 145 µg/g, a qual é comparável com as concentrações no esmalte decíduo. As 

concentrações de chumbo exibidas por Cleyamet et al. (1991 b) foram de 2480 µg/g e 995 
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µg/g para crianças com 7 anos de idade residentes a 2000 m e 500 m, respectivamente, de 

uma fábrica de metal. Em outro estudo dos mesmos autores (Cleymaet et al., 1991 a), duas 

microbiópsias sucessivas no mesmo dente permanente foram realizadas e as concentrações 

encontradas foram de 1125,5 µg/g e 276,8 µg/g para a primeira e segunda microbiópsias, 

respectivamente. Essa concentração da segunda microbiópsia é apenas comparável com a 

concentração encontrada na nossa primeira, mas não na nossa segunda microbiópsia em 

esmalte permanente (99,7 µg/g). A média de profundidade de cada microbiópsia foi 

semelhante à média encontrada em nosso estudo.    

Estas concentrações desiguais entre chumbo no esmalte de dentes decíduos e 

permanentes também é relatada por outros autores (Anttila, 1987) e pode ser explicada 

devido às diferenças no tempo necessário para a conclusão do estágio de maturação da 

amelogênese nas duas dentições (Costa de Almeida et al., 2007). Durante o estágio de 

maturação, grande parte dos íons é incorporada ao esmalte, através de sua superfície, por 

um processo que dura poucos meses nos dentes decíduos, e anos nos permanentes (Smith, 

1998). Esse período mais longo de maturação é, provavelmente, a causa da maior 

incorporação de chumbo ao esmalte permanente (Brudevold & Steadman, 1956; Brudevold 

et al., 1975; Purchase & Fergusson, 1986). Se o chumbo acumulado tiver sido acumulado 

durante o período pré-eruptivo, como a fase de maturação é muito mais curta nos decíduos 

(da vida intra-uterina e até os 6 meses), do que nos permanentes, esses períodos distintos 

(nos quais a criança está sujeita a diferentes fontes de exposição a chumbo) explicariam a 

fraca correlação entre a quantidade de chumbo na superfície do esmalte dos decíduos e 

permanentes. 

Em relação ao sexo, quando comparamos as concentrações de chumbo nas 

primeiras e segundas microbiópsias de decíduos e permanentes de todas as amostras, apesar 

de observarmos uma diferença (uma maior concentração do metal no esmalte dos meninos, 

assim como no sangue), ela não foi estatisticamente significante. No entanto, quando 

comparamos as amostras, excluindo as concentrações de chumbo do primeiro quartil, o 

resultado foi uma diferença estatisticamente significante da concentração de chumbo entre 

os sexos, tanto para a primeira como para a segunda microbiópsias em dentes decíduos, 

mas não para os permanentes. A maioria das comparações das concentrações de chumbo 
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entre os sexos, existentes na literatura, foi realizada com base em dados de dentes inteiros. 

Bu-Olayan & Thomas (1999) encontraram diferença estatisticamente significante, entre o 

sexo feminino e masculino, na concentração de chumbo de dentes decíduos inteiros, que 

era de 2,84 µg/g nos meninos e 2,42 µg/g nas meninas. No entanto, outros estudos não 

encontraram diferença em dentes permanentes (Lappalainen & Knuuttila, 1981; Steenhout 

& Pourtois, 1981), nem em decíduos (Mackie et al., 1977; Delves et al., 1982). O único 

estudo que comparou as concentrações de chumbo na superfície do esmalte de dentes 

permanentes, também não encontrou diferenças entre os sexos (Cleymaet et al., 1991 a). 

Uma das maiores controvérsias a respeito dos níveis de chumbo na superfície do 

esmalte dental é se o metal acumulado nos primeiros micrometros é incorporado após a 

erupção do dente, devido aos processos de des- e remineralização, ou apenas em sua fase 

pré-eruptiva, durante o estágio de maturação da amelogênese.  

Brudevold & Steadman, em 1956, estudaram a concentração e distribuição do 

chumbo no esmalte a partir de dentes com diferentes idades, agrupados em: dentes não 

irrompidos, parcialmente e completamente formados; e dentes irrompidos. Verificaram, 

então, que a quantidade do metal na superfície do esmalte dental foi maior nos dentes 

irrompidos em relação aos não irrompidos. Além disso, concentrações mais baixas foram 

encontradas nos dentes parcialmente formados, quando comparados com aqueles 

completamente formados. Já grupo de dentes irrompidos, a concentração de chumbo foi 

mais alta naqueles mais antigos em relação aos mais jovens. Os autores sugerem, então, que 

quantidades razoáveis de tal metal são incorporadas ao esmalte antes de sua erupção, mas, 

as altas concentrações encontradas nos dentes mais antigos irrompidos indicam que 

também existe uma aquisição pós-eruptiva de chumbo.  

Com base na microbiópsia de esmalte, Cleymaet et al. (1991 b) analisaram a 

concentração de chumbo em grupos de crianças com diferentes idades e sugeriram que a 

incorporação pós-eruptiva do chumbo no esmalte pode acontecer em regiões contaminadas, 

enquanto que em áreas de baixa exposição ao metal este ganho pós-eruptivo é desprezível. 

Brudevold et al. (1977) também determinaram a concentração de chumbo no esmalte 

superficial de crianças com diferentes idades (10 anos e 12 anos) e verificaram que a 

 73



concentração de chumbo foi maior, em média de 130 µg/g, nas crianças mais novas, o que 

pode ser um indicativo de que o chumbo não é incorporado pelo meio bucal.  

Trabalhos recentes em animais mostram que a incorporação de chumbo ao esmalte 

acontece no período pré-eruptivo. Arora et al. (2005) avaliaram a distribuição espacial do 

chumbo no esmalte dental de ratos. Todos os dentes analisados não eram irrompidos, 

portanto, sem contato direto com a saliva. Os autores encontraram grandes quantidades do 

metal na camada superficial do esmalte, mais do que em seu interior, o que demonstra sua 

incorporação pré-eruptiva. Arora et al. (2006) quantificaram a distribuição intracelular de 

chumbo e zinco durante o estágio inicial de maturação da amelogênese, utilizando 

microfluorescência de raio x produzida por um feixe de luz Sincroton. Enquanto que o 

chumbo não pôde ser detectado nos ameloblastos, um pico de sua concentração foi 

observado na margem do esmalte em mineralização.  

Em nosso estudo, a ausência de correlação entre as concentrações de chumbo nos 

3 tipos de saliva analisados e no esmalte dental, tanto nos dentes decíduos quanto nos 

permanentes, também sugere a incorporação pré-eruptiva do chumbo ao esmalte, pois o 

chumbo presente na saliva provavelmente reflete a exposição recente. Esses dados vão ao 

encontro dos resultados de nosso trabalho prévio (Costa de Almeida et al., 2008), em que 

não existiu correlação entre as concentrações de chumbo no esmalte superficial de dentes 

decíduos e na saliva total, de crianças residentes em duas regiões, uma exposta (r= 0,15) e 

outra aparentemente não exposta (r= 0,38) ao chumbo, e contrariam os resultados de Nriagu 

et al. (2006), os quais afirmaram que a saliva pode ser uma via importante do acúmulo de 

chumbo no esmalte. 

Se o chumbo é acumulado no esmalte durante o período pré-eruptivo, como nós 

acreditamos, não é surpreendente que não tenhamos encontrado correlação entre sua 

concentração no sangue total e no esmalte de decíduos e permanentes, nas crianças de 

ambos os grupos (< 4 µg/dL e ≥ 4 µg/dL), pois a concentração de chumbo no sangue reflete 

exposições recentes ao metal. Rinderknecht et al. (2005), utilizando isótopos de chumbo, 

analisaram a deposição pré e pós-natal do metal em esmalte de ratos e verificaram que sua 

concentração no esmalte reflete os níveis do metal no sangue durante o período da 

amelogênese. No estudo de Cleymaet et al. (1991 c), em que o sangue de crianças expostas 
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com idades entre 7 e 12 anos foi coletado em intervalos regulares de 6 meses, durante 6 

anos, amostras de esmalte de incisivo central permanente foram obtidas, por meio da 

microbiópsia, 1 única vez, quando as crianças tinham 9,5 anos. A correlação entre essa 

única medida de concentração de chumbo no esmalte foi testada com todas as medidas do 

metal no sangue coletadas durante os 6 anos, e, alcançou significância quando o chumbo no 

esmalte foi correlacionado com o sangue coletado na época em que a criança tinha 7,5 

anos.  

Este foi o primeiro trabalho a descrever a correlação entre concentração de 

chumbo no soro/plasma e na superfície do esmalte. Quando correlacionamos tais 

concentrações, utilizando todos os dados das concentrações do metal no esmalte, nenhuma 

correlação foi encontrada, tanto para os dentes decíduos quanto para os permanentes, em 

ambos os grupos (< 4 µg/dL e ≥ 4 µg/dL). Surpreendentemente, quando incluímos nas 

análises apenas as concentrações de chumbo no esmalte ≥ 400 µg/g, uma correlação forte, 

positiva e significante foi alcançada, tanto nos decíduos quanto nos permanentes.  

Assim como o osso, o esmalte dental reflete a quantidade de chumbo acumulada 

no passado (Altshuller et al., 1962), e, de acordo com alguns autores (Hu et al., 1998), a 

fração do chumbo no plasma fornece melhores informações do metal nos ossos, quando 

comparada com sua fração no sangue total. Cake et al. (1996) determinaram as 

concentrações de chumbo no soro, sangue total, tíbia (osso cortical) e calcâneo (osso 

trabecular) de 49 trabalhadores expostos e concluíram que as concentrações de chumbo no 

soro se correlacionaram mais fortemente com os níveis do metal em ambos os ossos, 

quando comparadas com tais concentrações no sangue. Nossos resultados podem indicar 

que quando a criança é exposta a concentrações mais altas de chumbo, semelhantemente ao 

que ocorre com o osso, o soro/plasma também pode refletir a concentração de chumbo ao 

qual o esmalte foi exposto durante seu período de maturação.  

Além disso, alguns estudos sugerem que os níveis de chumbo no plasma podem 

variar substancialmente, sem variações correspondentes em sua concentração no sangue 

total. Por exemplo, Hernandez-Avila et al. (1998) analisaram a concentração de chumbo no 

plasma, sangue total e ossos (patela e tíbia) de adultos expostos na Cidade do México e 

verificaram que o chumbo variou entre 0,27% e 0,7% na razão plasma/sangue total. Na 
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análise multivariada, a concentração de chumbo no osso influenciou a concentração do 

metal no plasma, independente de seu efeito no sangue total. De acordo com O’Flaherty 

(1995), pelo menos algumas variações nas medidas de chumbo no plasma, em uma 

concentração específica de chumbo no sangue total, deve ser devidas a diferentes 

características interindividuais.  

 

5.4 Anemia 

Apesar de termos encontrado uma concentração de chumbo um pouco mais alta 

nos indivíduos com anemia, é improvável que as concentrações de chumbo às quais os 

indivíduos deste estudo estavam expostos fossem capazes de causar uma diminuição dos 

níveis de hemoglobina.  

De acordo com Counter et al. (2000), o limiar da concentração de chumbo no 

sangue para que ocorresse uma diminuição dos níveis de hemoglobina em crianças seria em 

torno de 40 µg/dL. No entanto, alguns autores sugerem que a inibição da ALAD, com 

conseqüente diminuição da concentração de hemoglobina, inicia-se com níveis de chumbo 

no sangue em torno de 10 µg/dL (Astrin et al., 1987; Wetmur et al., 1991 a). Piomelli et al. 

(1982) afirmaram que a elevação de protoporfirinas eritrocitárias livres, as quais são um 

marcador da interferência na biossíntese do heme, inicia-se a uma concentração de chumbo 

no sangue de 15 µg/dL, em crianças. Schwartz et al. (1990) mostraram uma relação 

negativa e não-linear de dose-resposta entre concentração de chumbo no sangue e 

hematócrito de crianças com concentração de chumbo próxima a 25 µg/dL, sendo esta 

relação dependente da idade (mais forte em crianças mais novas). 

Rahman et al. (2002) compararam a concentração de chumbo no sangue e em 

dentes decíduos inteiros com a concentração de hemoglobina de crianças com idades entre 

6 e 10 anos de uma região altamente exposta ao chumbo. Esse estudo mostrou uma 

associação negativa significante (p= 0,007) entre concentração de chumbo no sangue e 

concentração de hemoglobina. Ainda, os autores afirmaram que o dente não é um marcador 

sensível dos efeitos adversos do chumbo na concentração de hemoglobina, pois, embora a 

concentração de chumbo nos dentes tenha sido negativamente associada com a 

concentração de hemoglobina, esta não foi estatisticamente significante (p= 0,35). No 
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entanto, os níveis de chumbo aos quais as crianças desse estudo estavam expostas eram 

altos, com média de concentração do metal no sangue 16,0 µg/dL, 8 vezes mais alto do que 

a mediana encontrada em nosso trabalho.  

Vários estudos (Barton et al., 1978; Yip et al., 1981; Clark et al., 1988; Hammad 

et al., 1996; Wright et al., 1999, 2003) demonstram que o status nutricional afeta a 

absorção de chumbo, a qual é maior quando há deficiência de ferro. Bergdahl et al. (1999) 

encontraram uma associação negativa entre concentração de hemoglobina e chumbo no 

sangue e plasma de crianças não expostas. Esses autores atribuíram essa associação a um 

efeito dos níveis de hemoglobina na concentração de chumbo no sangue e plasma, 

provavelmente via aumento da absorção de chumbo a níveis baixos do status férrico. No 

estudo de Schwartz et al. (1990), como os dados de deficiência de ferro das crianças não 

foram obtidos, também pode ter havido uma interferência desta deficiência em alguns dos 

efeitos do chumbo observados no hematócrito. 

Apesar de termos excluído das análises as amostras com concentração de ferritina 

< 15,0 ng/dL, pelo fato da ferritina ser uma proteína de fase aguda, seus níveis podem ficar 

aumentados durante quadros infecciosos. Assim, algumas crianças com deficiência de ferro 

podem ter apresentado valores de ferritina > 15,0 ng/dL. Como tal fator não foi controlado, 

isso talvez explique a maior concentração de chumbo nas crianças com anemia.   

 

5.5 Polimorfismos genéticos 

A suscetibilidade aos efeitos tóxicos do chumbo, nas crianças, não é influenciada 

apenas pela idade, duração e intensidade da exposição ao chumbo presente no ambiente, 

mas também por parâmetros genéticos. Este foi o primeiro trabalho que relacionou a 

distribuição dos genótipos da ALAD com a concentração de chumbo no soro e esmalte 

dental de crianças, além da concentração de chumbo no sangue.  

Nossos dados mostraram que o polimorfismo da ALAD não afetou a concentração 

de chumbo no sangue. Embora estes dados confirmem achados anteriores, os quais não 

encontraram associação entre os genótipos da ALAD e os níveis do metal no sangue em 

adultos (Schwartz et al., 1995; Hu et al., 2001; Wu et al., 2004; Montenegro et al., 2006) e 

crianças (Chen et a., 2008), outros estudos têm sugerido que indivíduos com o alelo 
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ALAD2 teria maiores concentrações de chumbo no sangue do que aqueles sem o alelo, 

aumentando assim sua suscetibilidade à toxicidade do metal (Ziemsen et al., 1986; Astrin et 

al., 1987; Wetmur et al., 1991b; Shen et al., 2001; Perez-Bravo et al., 2004). Em nosso 

estudo, a concentração de chumbo no sangue variou de 0,2 a 9,4 μg/dL, com mediana de 

2,1 μg/dL, níveis mais baixos do que os encontrados por esses autores. É possível que os 

variantes da ALAD afetem significativamente a concentração de chumbo no sangue apenas 

em indivíduos expostos a médias ou altas concentrações do metal.  

Em relação ao chumbo no soro, também não encontramos diferenças em sua 

concentração associada aos diferentes genótipos da ALAD. O chumbo no plasma pode ser 

um índice mais relevante da exposição, distribuição e riscos à saúde associados ao chumbo. 

Além disso, os efeitos tóxicos estão principalmente associados com o chumbo no plasma, o 

qual reflete a fração difusível do metal na circulação (Schutz et al., 1996). Fleming et al. 

(1998) encontraram elevados níveis de chumbo no soro de 70 trabalhadores expostos os 

quais expressavam o alelo ALAD2. Esses achados foram associados com a diminuição da 

transferência do chumbo do sangue para o osso nos indivíduos portadores do alelo ALAD2, 

e sugerem que o polimorfismo genético da ALAD afeta o metabolismo e a distribuição do 

chumbo para os órgãos alvo. Montenegro et al. (2006) também encontraram uma maior 

concentração de chumbo no plasma de indivíduos com os genótipos ALAD 1-2/2-2 quando 

comparados com indivíduos ALAD 1-1. Além disso, devido a razão chumbo-

plasma/chumbo-sangue também ter sido maior nos sujeitos portadores do alelo ALAD1, os 

autores sugerem que pessoas com ALAD 1-2/2-2 são mais suscetíveis aos riscos associados 

com a exposição ao chumbo.  

Não existem trabalhos na literatura que avaliaram as associações entre as 

concentrações de chumbo no esmalte dental entre os diferentes genótipos da ALAD. No 

entanto, para o osso, alguns estudos suportam a hipótese de que esses genótipos modificam 

a cinética do chumbo neste tecido (Smith et al., 1995; Fleming et al., 1998; Schwartz et al., 

2000b). Bellinger et al. (1994) relacionaram a concentração de chumbo nos ossos (tíbia e 

patela) e na dentina de dentes decíduos com o polimorfismo da ALAD. Os indivíduos com 

o genótipo ALAD 1-2 tenderam a ter menores concentrações do metal na dentina do que 

indivíduos ALAD 1-1, com média de 8,0 versus 14,1 µg/g, respectivamente. Além disso, 
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enquanto nenhum dos indivíduos ALAD 1-2 apresentou concentração de chumbo na tíbia 

acima de 6 µg/g, 19% dos ALAD 1-1 apresentaram concentração superior a essa. O oposto 

ocorreu com as concentrações de chumbo na patela. Todos os sujeitos ALAD 1-2 

apresentaram níveis do metal superior a 6 µg/g versus 43% dos ALAD 1-1.          

Hu et al. (2001) sugeriram que o alelo ALAD2 está relacionado com a diminuição 

da captação de chumbo no osso cortical e aumento de sua mobilização no osso trabecular. 

Nesse trabalho, quando a concentração de chumbo na patela estava > 60 μg/g, os níveis do 

metal no sangue de indivíduos portadores do alelo ALAD2 eram muito mais altos do que 

naqueles sem o referido alelo. Contudo, quando as concentrações estavam < 40 μg/g, o 

oposto ocorria, sujeitos com o ALAD1 possuíam maiores quantidades de chumbo no 

sangue que os portadores do ALAD2. 

Controversamente, Bergdahl et al. (1997) investigaram o efeito modulador do 

polimorfismo da ALAD tanto nos níveis de chumbo do sangue quanto do osso de 

trabalhadores expostos ao metal. Em média, a concentração do chumbo no sangue total dos 

trabalhadores foi em torno de 20-30 μg/dL. No entanto, os autores não encontraram 

associação significante entre os genótipos da ALAD e a concentração de chumbo no sangue 

e osso entre os 89 indivíduos. No mesmo estudo, os autores também examinaram 34 

trabalhadores não expostos, nos quais a mediana de chumbo no sangue foi de 4 μg/dL, e 

também não encontraram diferenças nas concentrações do metal no sangue entre os 

indivíduos ALAD 1-1 e ALAD 1-2.  

Como não existem dados na literatura que avaliaram as concentrações de chumbo 

no soro/plasma e chumbo no esmalte dental com as variantes da ALAD em crianças, as 

comparações entre os estudos torna-se difícil. A ausência de associação entre chumbo no 

soro e os genótipos, também pode ser explicada por uma grande quantidade de amostras 

com concentração de chumbo muito baixa, sendo que 193 amostras (46%) apresentaram-se 

abaixo do limite de detecção. O mesmo se aplica para a ausência de associação entre 

chumbo no esmalte de dentes decíduos e permanentes e os diferentes genótipos da ALAD. 

Sem dúvida um estudo com crianças expostas ao chumbo no ambiente precisa ser 

feito, para que se possa avaliar o efeito deste polimorfismo no sangue, plasma, saliva e 

esmalte. 
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Recentemente, mais ênfase tem sido dada ao papel do polimorfismo do receptor da 

Vitamina D (VDR) na modulação dos níveis de chumbo no compartimento ósseo. Devido 

aos efeitos destes polimorfismos sobre a mineralização óssea, espera-se que estes variantes 

genéticos também possam influenciar o acúmulo de chumbo no osso (Onalaja e Cláudio, 

2000). Como esses polimorfismos genéticos podem modificar as concentrações de chumbo 

no osso, eles também poderiam afetar os níveis do metal nos dentes, pois, assim como no 

osso, esse efeito é cumulativo. No entanto, este foi o primeiro trabalho que associou os 

diferentes genótipos dos polimorfismos do VDR (BsmI, ApaI e FokI) com concentrações de 

chumbo no soro e esmalte dental, além de sangue, em crianças.  

Nossos resultados mostraram que as crianças com os genótipos bb (BsmI), aa (ApaI) 

e ff (FokI) apresentaram menor concentração do chumbo no sangue, soro e esmalte, tanto 

de decíduos quanto de permanentes, do que as crianças com os outros grupos de genótipos. 

No entanto, essa diferença não foi estatisticamente significante. Assim como para a ALAD, 

talvez, se tivéssemos um número maior de crianças com concentrações mais altas de 

chumbo, as diferenças encontradas fossem significantes.    

Esses resultados, embora não estatisticamente significantes, confirmam dados de 

estudos anteriores, os quais encontraram que indivíduos com genótipo bb (BsmI) ou ff 

(FokI) apresentaram concentrações mais baixas de chumbo no sangue do que sujeitos com 

os outros grupos de genótipos. Rezende et al. (2008) analisaram a relação entre 3 

polimorfismos (BsmI, ApaI e FokI) do VDR e a concentração de chumbo no sangue total e 

plasma de 150 adultos ambientalmente expostos ao chumbo. A média da concentração de 

chumbo no sangue e plasma dos trabalhadores era de 7,3 µg/dL e 0,53 µg/L, 

respectivamente. Este trabalho mostrou que sujeitos com os genótipos bb (BsmI) ou ff 

(FokI) possuem menores quantidades de chumbo no sangue total do que os sujeitos com 

outros grupos de genótipos. Além disso, assim como nosso trabalho, os sujeitos com os 

genótipos aa (ApaI) ou ff apresentaram menores quantidades de chumbo no plasma do que 

os sujeitos de outros grupos de genótipos. Haynes et al. (2003) avaliaram a associação entre 

a concentração de chumbo no sangue e o polimorfismo FokI em crianças não expostas e 

encontraram que as crianças com o genótipo ff apresentaram as concentrações mais baixas 

de chumbo no sangue.  
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Uitterlinden et al. (2004) sugeriram que o alelo f (FokI) está associado a um VDR 

menos ativo. De acordo com Onalaja e Claudio (2000), as informações a respeito da 

funcionalidade dos outros 2 polimorfismos estudados (BsmI e ApaI) ainda permanecem 

incertas. No entanto, a concentração de chumbo no osso é aparentemente mais baixa em 

indivíduos com o genótipo bb para o polimorfismo BsmI.  

Os trabalhos de Fullmer, (1992) e Zmuda et al. (2000), sugeriram que a presença do 

genótipo BB (BsmI) poderia estar associada com uma menor função do receptor, sendo 

então, relacionado com a captação de chumbo ou suscetibilidade à sua toxicidade. Schwartz 

et al. (2000b), com o intuito de abordar o papel do genótipo do VDR no acúmulo de 

chumbo no osso, determinaram sua concentração em um grupo de trabalhadores expostos, e 

encontraram que os níveis de chumbo na tíbia eram mais altos em indivíduos com o 

genótipo BB, intermediários nos heterozigotos e mais baixo nos homozigotos bb. 

Theppeang et al. (2004) encontraram uma concentração de chumbo significantemente mais 

alta na patela de trabalhadores expostos portadores do alelo B, para o polimorfismo BsmI.  

Esses achados estão de acordo com nossos resultados, os quais mostram que as 

crianças com o genótipo bb tendem a possuir concentrações mais baixas de chumbo no 

esmalte dental do que sujeitos com os outros genótipos, apesar desse resultado não ser 

estatisticamente significante. 
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6 CONCLUSÃO 
 

As concentrações de chumbo encontradas nos diferentes marcadores de dose 

interna, na amostra de 444 crianças de 6-8 anos residentes no Bairro Campos Elíseos de 

Ribeirão Preto, SP, tiveram como mediana: 2,1 µg/dL no sangue total; 0,4 µg/L no soro; 

1,7 µg/L na saliva total; 1,4 µg/L na saliva sub; 1,3 µg/L na saliva parótida; 109,3 µg/g na 

primeira microbiópsia em um dente decíduo; 45,9 µg/g na segunda microbiópsia deste 

mesmo dente decíduo; 308,3 µg/g na primeira microbiópsia em um dente permanente e 

99,7 µg/g na segunda microbiópsia deste mesmo dente permanente.  

Não houve correlação entre concentração de chumbo no esmalte e sua concentração 

nos diferentes tipos de saliva e sangue total. Não houve correlação entre concentração de 

chumbo no sangue total e sua concentração nos diferentes tipos de saliva, sendo o mesmo 

válido para soro e os diferentes tipos de saliva. Foi encontrada uma correlação entre a 

concentração de chumbo no soro e no esmalte dental (r= 0,65; p< 0,0001, para o dente 

decíduo e 0,51; p< 0,0001, para o dente permanente), somente nas crianças que foram mais 

expostas ambientalmente ao metal (supondo que as crianças com concentrações de chumbo 

≥ 400 µg/g são as mais expostas).  

Não houve diferença nas concentrações de chumbo nos diferentes marcadores 

entre crianças com e sem anemia. 

Neste estudo, os polimorfismos da ALAD e VDR não influenciaram a concentração 

de chumbo no sangue, soro, salivas e esmalte. 

Estes resultados de concentrações de chumbo nos diferentes marcadores mostraram 

uma exposição ao chumbo indevida na população de 6-8 anos, residente no bairro dos 

Campos Elíseos (Ribeirão Preto, SP), com 10% das crianças com concentração de chumbo 

no sangue entre 4,0 e 9,4 µg/dL.  

Estudos sobre as fontes de exposição ao chumbo no Brasil em áreas sem 

contaminação descrita são necessários, assim como dados de concentrações deste metal no 

sangue total de crianças mais jovens. 
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Anexo I  
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
Nome da criança: _________________________________________________ 
 

Por este instrumento de autorização, na qualidade de __________________ autorizo que o menor 
________________________________________ participe da pesquisa “Utilização de biomarcadores de 
dose interna para determinação de  cchhuummbboo  ee  ssuuaa  ccoorrrreellaaççããoo  ccoomm  aanneemmiiaa  ee  ppoolliimmoorrffiissmmooss  ddaa  AALLAADD  ee  
ddoo  GGeennee  RReecceeppttoorr  ddaa  VViittaammiinnaa  DD””. Justificativa: A contaminação por chumbo pode fazer muito mal às 
crianças e por isso o interesse em descobrir se as crianças apresentam ou não chumbo nos dentes, saliva e 
sangue. Objetivo: Correlacionar os níveis de chumbo encontrados na saliva, dentes e sangue com anemia. 
Procedimentos: Serão feitos exames clínicos rápidos, contagem de cárie, manchas no esmalte, coleta de 
saliva, DNA, amostras de sangue e um teste de esmalte para coletar pequena amostra de cálcio do dente, que 
será reposta pela aplicação de flúor gel. Desconfortos: quanto aos teste no esmalte e coletas de saliva, não há 
possibilidade de causarem desconforto ou trauma para a criança. A coleta de sangue pode causar algum 
desconforto inerente a este procedimento, mas que será realizado por profissional habilitado para fazer coleta 
de sangue. Riscos: Não haverá utilização de qualquer tipo de procedimento que traga risco aos participantes. 
Benefícios: esta pesquisa tratá informações importantes para a comunidade e para os indivíduos que 
participarem do estudo sobre contaminação por chumbo e sua correlação com anemia. Métodos alternativos: 
este estudo visa justamente buscar métodos alternativos para determinação da exposição ao chumbo, por isso, 
usamos os melhores métodos aceitos até o momento e não há métodos alternativos a esses. Forma de 
assistência e responsável: as crianças que participarão deste estudo já fazem parte de programa de 
atendimento odontológico existente nas escolas em que estudam. Se ocorrer algum imprevisto durante a 
execução dos procedimentos desta pesquisa, os pesquisadores se comprometem a prestar assistência (CD. 
Glauce Regina Costa de Almeida – Avenida do Café, S/N - Departamento de Morfologia, Estomatologia e 
Fisiologia - Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto – Tel: 9119-3418). Esclarecimentos antes e durante a 
pesquisa sobre a metodologia: Se houver qualquer dúvida não esclarecida neste documento, o 
pai/mãe/responsável poderá procurar a CD Glauce Regina Costa de Almeida para maiores esclarecimentos. 
Liberdade de recusar ou retirar o consentimento sem penalização: para fazer parte do estudo a criança deve ter 
a autorização assinada e estar com vontade de participar, havendo plena liberdade para a criança deixar de 
participar da pesquisa em qualquer momento, sem que esta decisão implique em qualquer prejuízo para a 
criança. Garantia de sigilo e privacidade: esta pesquisa é científica e poderá ser publicada em jornais, revistas 
e/ou congressos científicos no país e no exterior, mantendo-se o sigilo e respeitando-se o código de Defesa do 
Menor e do Adolescente. Não está previsto o ressarcimento de despesas, uma vez que os sujeitos da pesquisa 
serão examinados nas próprias creches onde estudam mediante seu consentimento e sem nenhum custo 
adicional. Não está prevista qualquer forma de indenização referente a possíveis danos, visto que não existe 
essa possibilidade por se tratar somente de exames clínicos por visualização, coleta de saliva e teste de 
esmalte para coleta de quantidade mínima de minerais (cálcio) da superfície de um dente, sem riscos à saúde.
 Estou ciente de que esta pesquisa tem como responsável a Profª Drª Raquel Fernanda Gerlach e a 
Pós-Graduanda Glauce Regina Costa de Almeida. 

Assino este documento de livre e espontânea vontade, estando ciente do seu conteúdo. 
 

_____________________________, ______ de ________________ de 200___ 

                

_____________________________________ 

      Assinatura do pai/mãe/responsável 

____________________________________           ____________________________________ 

           Profª Drª. Raquel F. Gerlach                               CD. Glauce Regina Costa de Almeida 
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1) Lead in saliva from lead-exposed and unexposed children. 

 

2) Analysis of enamel microbiopsies in shed deciduous teeth by Scanning Electron 

Microscopy (SEM) and Polarizing Microscopy (PM). 
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Introduction: Whole blood is used for diagnosis of lead exposure. A non-invasive method to

obtain samples for the biomonitoring of lead contamination has become a necessity. This

study 1) compares the lead content in whole saliva samples (Pb-saliva) of children from a

city with no reported lead contamination (Ribeirão Preto, São Paulo State, Brazil) and

children of a region notoriously contaminated with lead (Bauru, São Paulo State, Brazil), and

2) correlates Pb-saliva with the lead content in the enamelmicrobiopsy samples (Pb-enamel)

in the case of these two populations.

Methods: From a population of our previous study that had included 247 children (4- to 6-

year-old) from Ribeirão Preto, and 26 children from Bauru, Pb-saliva was analyzed in 125

children from Ribeirão Preto and 19 children from Bauru by inductively coupled plasma

mass spectrometry (ICPMS). To correlate Pb-saliva with Pb-enamel, we used Pb-enamel data

obtained in our previous study. The Mann-Whitney test was employed to compare the Pb-

saliva data of the two cities. Pb-saliva and Pb-enamel values were then Log10 transformed to

normalize data, and Pb-saliva and Pb-enamel were correlated using Pearson's correlation

coefficient.

Results: Median Pb-saliva from the Ribeirão Preto population (1.64 μg/L) and the Bauru

population (5.85 μg/L) were statistically different (pb0.0001). Pearson's correlation

coefficient for Log10 Pb-saliva versus Log10 Pb-enamel was 0.15 (p=0.08) for Ribeirão Preto

and 0.38 (p=0.11) for Bauru.

Conclusions: A clear relationship between Pb-saliva and environmental contamination by

lead is shown. Further studies on Pb-saliva should be undertaken to elucidate the usefulness

of saliva as a biomarker of lead exposure, particularly in children.

© 2008 Elsevier B.V. All rights reserved.
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Enamel microbiopsy

1. Introduction

Lead is usually analyzed in whole blood for biomonitoring

exposure in human populations. However, blood collection is

an invasive procedure that causes discomfort, especially in

children (Barbosa et al., 2005). Saliva collection is easier than

blood collection for large population screening studies, and

therefore it has been suggested by some authors as a possible
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biomarker of lead exposure (Silbergeld, 1993; Koh et al., 2003;

Nriagu et al., 2006).

Indeed, Pb-saliva may indirectly reflect the amount of lead in

plasma (Omokhodion and Crockford, 1991), and in recent years

plasma lead levelshasgainedconsiderable attention (Smithet al.,

2002; Barbosa et al., 2006; Bergdahl et al., 2006). The plasma

reflects the extracellular fluid in the body (Guyton andHall, 2000),

thusallowingaccess to the trueamountsof lead towhichcells are

exposed. The saliva, in turn, is formed by the active transport of

water and ions from plasma (Humphrey andWilliamson, 2001).

Studies from the past decade described plasma concentra-

tions in lead workers and controls (Schütz et al., 1996), as well

as in unexposed and exposed children (Bergdahl et al., 1999),

showing that plasma lead concentrations are reliable.

In this sense, this study aimed at: (1) comparing Pb-saliva

in samples from a city with no apparent lead contamination

(Ribeirão Preto, São Paulo State, Brazil) with samples from an

area notoriously contaminated located in the city of Bauru

(Bauru, São Paulo State, Brazil), and (2) correlating Pb-saliva

with Pb-enamel in these two populations.

2. Methods

2.1. Sample population

The study proposal was approved by the Ethics Research

Committee (FORP/USP protocol no. 2003.1.353.58.7), according

to Resolution 196/96 of the National Ethics Research Commit-

tee. Parents signed an informed consent prior to inclusion of

their child in the study.

The children studied herewere the same that participated in

our previous study (Costa de Almeida et al., 2007) that had

included 247 children (4- to 6-year-old) from Ribeirão Preto, São

Paulo State, Brazil (city with no reported lead contamination),

and26children living ina regionhighly exposed to lead (Barbosa

et al., 2006; de Freitas et al., 2007) during the running of a battery

plant located less than 1000 m from their residences in Bauru,

São Paulo State, Brazil. Further details on the study population

in thisprevious study are available elsewhere (CostadeAlmeida

et al., 2007). Themedianblood lead level in children (6 to8 years-

old) fromRibeirão Preto is 2.0 µg/dL (manuscript in preparation),

while the median blood lead level in children (b13 years-old)

living in the contaminated area in Bauruwas 7.3 μg/dL, and 37%

of these children presented blood lead level above the action

limit established by the World Health Organization (10 μg/dL)

(de Freitas et al., 2007).

2.2. Saliva sample collection

Whole non-stimulated saliva was collected from 125 children

living in Ribeirão Preto and 19 children fromBauru. The reason

why a smaller population was included in the present study is

that some children failed to spit (probably due to different

motor control of muscles in children at this age).

After thoroughly rinsing the child's mouth with tap water,

5 mL of non-stimulated whole saliva was collected into 50 mL

Falcon tubes. The samples were frozen at -20 °C until analysis

was performed. All the saliva collections were carried out

between 8 and 11 a.m.

2.3. Enamel microbiopsy technique and chemical analysis

The detailed enamel microbiopsy procedure and chemical

analysis are described indetail in CostadeAlmeidaet al. (2007).

2.4. Saliva analysis

The saliva samples were analyzed by inductively coupled

plasma mass spectrometry (ICPMS) (Perkin Elmer Elan DRC II)

following the method proposed by Barbosa et al. (2006). The

method's quantification limit was 0.02 μg/L.

2.5. Blood Lead Data

To explore the possible association between Pb-saliva and Pb-

blood, we examined whether Pb-saliva correlated with Pb-

blood in the contaminated region (Bauru) using blood data

derived from the periodic evaluations performed by the

Epidemiological Surveillance System.

The blood samples were collected in three distinct periods:

1) diagnostic assessment; 2) confirmation assessment for the

children who had Pb-blood higher than 10 μg/dL (both

collected in 2002); 3) evaluation of children after environ-

mental control measures were taken (between September

2003 and October 2004). The saliva samples were collected in

August 2004, and the blood samples from the same children

had been collected between May 2002 and December 2002,

before environmental control measures aiming at decreasing

lead content in the environment had taken place. To correlate

Pb-saliva with Pb-blood, only the data concerning Pb-blood

obtained during the confirmation assessment (second collec-

tion) and Pb-blood data obtained after the environmental

control measures (third collection) were used. The data from

the confirmation assessment were employed in the analysis

because the collection time was closest to the saliva collection

time.

2.6. Statistical analysis

The distribution of Pb-saliva and Pb-enamel was analyzed for

normality and lead distributionwas not normal in the Ribeirão

Preto population. The Mann-Whitney test was used to

compare Pb-saliva between the two cities. Moreover, Pb-saliva

and Pb-enamel values were Log10 transformed to normalize

data for testing correlation between Pb-saliva with Pb-enamel.

Only this correlation was performed using Pearson's correla-

tion coefficient.

A probability level of 5% was considered statistically

significant. Statistical analyses were performed using the

Graph Pad Prism Program (Version 3.0).

3. Results and Discussion

This study shows there is a clear relationship between Pb-

saliva and environmental contamination by lead, as judged

from data obtained for populations with different histories of

lead exposure.

Fig. 1 shows Pb-saliva (range and quartiles) found in

children from Ribeirão Preto and Bauru. Pb-saliva in the
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studied population from Ribeirão Preto varied from 0.09 to

9.10 μg/L, with a median of 1.64 μg/L. As for Bauru, Pb-saliva

varied from 0.91 to 36.19 μg/L, with a median of 5.85 μg/L. In

other words, there was 3.5 times more lead in the saliva of

children living in the contaminated area.When Pb-saliva from

Ribeirão Pretowas comparedwith that of Bauru, the difference

was highly significant (pb0.0001). These results confirmed

that lead is present in the saliva of lead-exposed and

unexposed individuals, and that differences can be reliably

measured by ICPMS. Our results are in agreement with data

from other authors that showed good correlation between Pb-

saliva and lead encountered in the plasma or blood, suggest-

ing that Pb-saliva may be valuable in the assessment of lead

exposure (Brodeur et al., 1983, Omokhodion and Crockford,

1991; Silbergeld, 1993).

To our knowledge, the present study is the first that

compares the lead concentration in whole saliva from lead-

exposed and unexposed children using an analytical technique

that provides results with quantification limits of 0.02 μg/L.

There was no significant correlation between Log10 Pb-

saliva and Log10 Pb-enamel (r=0.15, p=0.08 for Ribeirão Preto

and r=0.38, p=0.11 for Bauru) (Fig. 2). These results are in

sharp contrast with the findings published by Nriagu et al.

(2006). They considered that the saliva may be a significant

route in the accumulation of lead in the enamel. The lack of

correlation between Pb-saliva and Pb-enamel in our study

appears to indicate that lead values in the saliva may be

independent of the amount of lead accumulated in the

enamel. Pb-saliva probably reflects recent exposure, while

Pb-enamel emerges as a cumulative past marker (Cleymaet

et al., 1991; Gomes et al., 2004; Costa de Almeida et al., 2007,

2008). The transfer of lead from the saliva to the enamel

proposed by Nriagu et al. (2006) does not appear to have

occurred to a great extent in the present study because most

children did not have active caries. Although lead may

accumulate in the enamel of children with active caries, we

think that the amount of lead incorporated pre-eruptively into

the enamel of children may be much higher than the amount

of lead that can be incorporated from the saliva. If this is true,

lead may be released from the enamel during periods of low

pH, and, consequently, increasing the amount of lead in the

saliva. This hypothesis deserves study, since in such process

children would be re-exposed to the lead accumulated in their

enamel (which will be then swallowed and absorbed).

Fig. 3 shows the correlations between Pb-saliva and Pb-

blood in the two distinct periods of blood collection from

children living in Bauru. Pearson's correlation analysis gave a

coefficient of 0.76 (p=0.04) for the correlation between Pb-

saliva and Pb-blood collected for confirmation assessment,

and 0.03 (p=0.94) for the correlation between Pb-saliva and Pb-

Fig. 1 –Pb-saliva (µg/L) from children living in Ribeirão Preto

(n=125) and Bauru (n=19), State of São Paulo, Brazil (2004).

The box and whiskers plots show range and quartiles. The

boxes extend from the 25th percentile to the 75th percentile,

with a line at the median. The whiskers show the highest

and the lowest values.

Fig. 2 –Scatter diagrams showing the correlation between

Log10 Pb-saliva and a Log10 Pb-enamel in the population of

Ribeirão Preto (n=125) and Bauru (n=19), State of São Paulo,

Brazil (2004).

Fig. 3 –Scatter diagrams showing the correlation between

Log10 Pb-saliva and Log10 Pb-blood in the two distinct periods

of blood collection: confirmation assessment and assessment

of Pb-blood after environmental control measures in the

population of Bauru, State of São Paulo, Brazil (2004).
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blood assessment after environmental control measures were

in place.

The lack of correlation between saliva and whole blood lead

after remediationmay reflect the fact that, after environmental

control measures, even though whole blood lead levels

decreased in all but one subject analyzed, plasma lead levels

were probably still high due to changes in the amount of lead

that left the erythrocyte compartment. Since the saliva is

formed by the active transport of ions and water from the

extracellular fluid, a careful study of the saliva might provide

data that ultimately reflect plasma lead concentrations. This

notion is further supported by the fact that lead concentrations

in the saliva are of the same order of magnitude as lead

concentrations described in the plasma (Wilhelm et al., 2002;

Barbosa et al., 2006). If further studies show that the saliva

mimics the plasma, this could be a great marker for accessing

changes in lead even after remediation, especially in children.

Because the correlation between Pb-saliva and Pb-blood,

was examined in a small number of children from the

contaminated region (Bauru), our data should be interpreted

with caution.

4. Conclusion

Our results suggest that there is a clear relationship between

Pb-saliva and environmental contamination by lead. Pb-saliva

has no correlation with Pb-enamel. Further studies on Pb-

saliva should be undertaken to elucidate the usefulness of

saliva as a biomarker of lead exposure, particularly in children.

Methodological progresses in determining Pb-saliva will

enable further studies on the questions raised in this study.
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1. Abstract1

The aims of this study were 1) to verify how close to the theoretically presumed areas 2

are the areas of enamel microbiopsies carried out in vivo or in exfoliated teeth; 2) to 3

test whether the etching solution percolates beyond the tape borders; 3) to test whether 4

the etching solution demineralizes the enamel in depth. 24 shed upper deciduous 5

central incisors were randomly divided into two groups: the Rehydrated Teeth Group6

and the Dry Teeth Group. An enamel microbiopsy was performed, and the enamel 7

microbiopsies were then analyzed by Scanning Electron Microscopy (SEM) and 8

Polarizing Microscopy (PM). Quantitative birefringence measurements were performed.9

The “true” etched area was determined by measuring the etched enamel using the NIH 10

Image analysis program. Enamel birefringence was compared using the paired t test. 11

There was a statistically significant difference when the etched areas in the Rehydrated 12

teeth were compared with those of the Dry teeth (p= 0.04). The etched areas varied 13

from -11.6% to 73.5% of the presumed area in the Rehydrated teeth, and from 6.6% to 14

61.3% in the Dry teeth. The mean percentage of variation in each group could be used 15

as a correction factor for the etched area. Analysis of PM pictures shows no evidence 16

of in-depth enamel demineralization by the etching solution. No statistically significant 17

differences in enamel birefringence were observed between values underneath and 18

outside the microbiopsy area in the same tooth, showing that no mineral loss occurred 19

below the enamel superficial layer. Our data showed no evidence of in-depth enamel 20

demineralization by the etching solution used in the enamel microbiopsy proposed for 21

deciduous enamel. This study also showed some variation in the measured diameter of 22

the enamel microbiopsy, indicating that sometimes the etching solution percolated 23

beyond the tape borders. 24

25

26

Key words: enamel microbiopsy, Scanning Electron Microscopy, Polarizing 27

Microscopy, enamel birefringence, lead determination.28

29

2. Introduction30

Dental enamel is the hardest tissue in the vertebrate body. The enamel is made up of 31

highly organized, tightly packed crystallites that comprise 95 percent of its weight. 32

Whereas organic material comprises 20 percent of other mineralized tissues, the33

mature enamel has less than 1 percent organic matter (Simmer and Hu, 2001). 34

The enamel matrix laid down prior to birth as well as after birth mineralizes over a long 35

time, and this has to be taken into account when trying to use the dental enamel to 36

detect elements that accumulate in mineralized tissues. This mineralization process in37

the enamel (called enamel maturation) is very different from the one that occurs in the38

dentine or in the bone, which are secreted as organic matrices that mineralize in 39

increments (each increment in a short and specific period of time), that can be even40

detected in the dentine as incremental lines (Renz et al., 1997).41
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Some authors consider the tooth enamel as a promising marker for detection of early 1

contamination by lead (Ericson 2001; Uryu et al. 2003; Gomes et al., 2004; 2

Rinderknecht et al. 2005; Costa de Almeida et al., 2007; de Almeida, 2008). Studies 3

using experimental animals have also given evidence that lead has a heterogeneous 4

spatial distribution in teeth, its highest concentration being found in the superficial5

enamel (Arora et al., 2005). Recent studies of our group on deciduous enamel samples6

collected in vivo showed that lead accumulates in the enamel surface of deciduous 7

teeth in accordance with its presence in the environment (Gomes et al., 2004; Costa de 8

Almeida et al., 2007; de Almeida, 2008). We noted that it is very important to determine 9

lead in the superficial enamel, possibly in the first 2 to 10 μm, instead of determining 10

lead in the middle or inner enamel. It also seems important to obtain relatively large 11

volumes of sample from large areas (and possibly from a depth less than 10 µm), so 12

that the minerals (particularly lead, cadmium and fluoride) that are found in higher 13

amount at the surface become concentrated in the sample.14

To obtain samples of enamel surface, we used a technique called enamel 15

microbiopsy. This technique is an acid etch procedure that utilizes 1.6 mol.L-1 HCl in 16

70% glycerol (v/v) as the etching solution. When the solution is appropriately prepared 17

(with ultrapure reagents) and the procedure is carefully performed, enamel microbiopsy 18

enables researchers to obtain uncontaminated samples of surface enamel in an 19

adequate volume for determination of phosphorus, calcium and lead. Most importantly, 20

the procedure takes only 20 seconds and can be done in vivo, thus dismissing the 21

need for collection and sectioning of deciduous teeth, in order to reach the inner 22

dentine, so far the best marker of past cumulative exposure to lead ever used in large 23

studies with school-age children (Needleman et al., 1972, 1974, 1979).24

Enamel microbiopsy was described in 1975 by Brudevold et al., who used this 25

technique to determine lead in extracted permanent teeth. This method was 26

reassessed by Cleymaet et al. (1991a) and used in several in vivo studies on27

permanent teeth. These authors were able to discriminate populations according to 28
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lead exposure on the basis of the amount of lead accumulated in the superficial enamel1

(Cleymaet et al. 1991b, 1991c, 1991d, 1991e). Recently, some modifications were 2

made to the original technique so that it could be adapted to deciduous teeth (Gomes 3

et al., 2004), allowing for the collection of samples from young children to estimate their 4

exposure to lead.5

However, some details about enamel microbiopsy that are crucial when considering6

this procedure for wide use in the screening of children for lead exposure have not 7

been studied yet. Therefore, the aims of this study were 1) to verify how close to the 8

theoretically assumed areas are the areas of enamel microbiopsies carried out in vivo9

or in exfoliated teeth (in vitro); 2) to test whether the etching solution percolates beyond 10

the tape borders; 3) to test whether the etching solution attacks the deciduous enamel 11

in depth.12

13

3. Materials and Methods14

3.1 Tooth material15

The study proposal was approved by the Ethics Research Committee (FORP/USP16

protocol no. 2003.1.353.58.7), according to Resolution 196/96 of the National 17

Commission of Ethics in Research. Twenty four shed upper deciduous central incisors, 18

without clinical signs of caries or fillings, were used in this study. These teeth were 19

collected from children of the first and second grades of state schools in Ribeirão 20

Preto, São Paulo State, Brazil. Parents or a guardian signed a donation informed 21

consent when the child donated the tooth.22

Each tooth was cleaned with Triton X-100 solution (0.1%) and a dental brush. It was 23

then submitted to 3 cycles of ultrasound in ultrapure water (10 minutes each), rinsed in 24

ultrapure water, and allowed to dry at room temperature for 18 h in a laminar flow hood.25

Teeth were randomly divided into two groups: the Rehydrated Teeth Group (13 teeth)26

and the Dry Teeth Group (11 teeth). Teeth from the Rehydrated Group were 27
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rehydrated with saline solution (sodium chloride at 0.9%) for 48 hours. Teeth from the 1

Dry Group were not rehydrated.2

One enamel microbiopsy was performed in the labial surface of each tooth (Figure 1A), 3

as described by Gomes et al., 2004, using an adhesive tape and an etching time of 20 4

seconds. All microbiopsies were carried out by a dentist trained in pedodontics 5

(GRCA). Just after the microbiopsy procedure was finished, the adhesive tape was 6

relocated toward the cervical aspect of the tooth. Distances from the microbiopsy area7

to the incisal and cervical aspects of the tooth were measured by stereomicroscopy, as 8

described below, and thereafter teeth with the adhesive tape on their cervical area 9

were prepared for SEM.10

Prior to SEM, each tooth (covered with the adhesive tape) was analyzed under a11

stereomicroscope, in order to register and measure the distances of the cervical and 12

incisal margins of the microbiopsy area from the cervical and incisal margins of the 13

buccal surface of the tooth crown. Under the stereomicroscope, a hand-made line was 14

drawn on the most incisal aspect of the buccal surface of the tooth root. A 10/100 15

linear reticule was also photographed, and linear measurements of the 16

abovementioned distances were obtained in digital photographs using an image 17

analysis freeware (Image J).18

19

3.2 Scanning Electron Microscopy 20

Teeth were dehydrated with increasing concentrations of acetone (50%, 70%, 80% 21

90% and 100%), for 10 minutes in each concentration, mounted on sample holders,22

sputtered with gold, and observed in a JEOL JSM-5600 LV Scanning Electron 23

Microscope. A horizontal line was drawn to determine the microbiopsy diameter in each 24

tooth. Pictures from each tooth were made at 18X, 40X, 800X and 2500X (Figures 1B, 25

C, D and 2). The microbiopsy area is easily distinguished by SEM. The etched area 26

was then measured on pictures using the Image Analysis Program NIH Image27

(http://www.nih.gov), and this measured area was considered the true microbiopsy28
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area for comparison with the theoretically assumed or presumed area, based on the 1

formula of a circle with a diameter of 1.6 mm (the presumed area being 2.01 mm2).2

3

3.3 Polarizing Microscopy4

After SEM observation, a longitudinal slice of the central region of each microbiopsy 5

was cut using a hard tissue saw with a diamond disk. The slices were polished with wet 6

sandpaper of decreasing granulation (600 to 2400) until a thickness of 100 µm was 7

achieved. These slices were examined under polarized light after water imbibition in a 8

position with maximum birefringence, in a polarizing microscope (Axioskop 40, Carl 9

Zeiss) under 2.5X, 10X and 50X (numerical aperture of 0.8) objectives and 10X10

eyepieces fitted with a 10/100 calibrated linear reticule. The margins of each11

microbiopsy area were localized using the linear distances to both the cervical and 12

incisal margins of the buccal surface of the tooth crown previously obtained under 13

stereomicroscopy. Microbiopsy depth was directly measured under the 50X objective in 14

some specimens.15

16

3.4 Phosphorus Determination17

To determine the mass of enamel obtained by each microbiopsy procedure, the 18

concentration of phosphorus was determined in triplicate by the colorimetric method of 19

Fiske and Subbarow (1925) as described in Costa de Almeida et al. (2007), assuming 20

an enamel density of 2.95 g cm-3 and a phosphorus content of 17.4% (Koo and Cury, 21

1998; Weidmann et al., 1967).22

The amount of enamel in each sample and the presumed area (2.01 mm2) of adhesive 23

tape used to demarcate the microbiopsy site in the tooth were used to calculate the 24

presumed depth of each microbiopsy, as done before by us (Gomes et al., 2004, Costa 25

de Almeida et al., 2007) and by Cleymaet et al. (1991b; 1991c; 1991d). The presumed 26

depth was then compared with the true microbiopsy depth, which was obtained by27

recalculating the depth according to the true etched areas measured in each tooth. 28
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1

3.5 Enamel birefringence2

Enamel birefringence is an indirect indication of the amount of mineral in the enamel3

(Sousa et al., 2006). A less mineralized enamel; i.e., enamel with a decreased mineral 4

percent, shows decreased (less negative) birefringence signs. Quantitative 5

birefringence measurements were performed on 100-µm thick enamel slices of six 6

teeth, in a polarizing microscope equipped with a 0-5 order Berek compensator after 7

sample dehydration at room temperature for 48h. Sample thickness was measured 8

edge-on to the nearest 2 micrometers in an optical compound microscope with a 9

calibrated reticule in the eyepiece.10

In the slide of each of the six teeth, four points were selected for measurements: two 11

points underneath and two points outside the microbiopsy area (one located incisally to 12

the microbiopsy, and one located cervically to the microbiopsy area). Points were 13

located 100 µm incisally/cervically to the biopsy border and all 4 points were located at 14

15 micrometers from the enamel surface. For each of these 4 points, the final value 15

was obtained by calculating the mean of 5 consecutive measurements carried out by 16

the same examiner. Birefringence of the enamel underneath and outside the 17

microbiopsy area was compared for each tooth, as well as for the group of 6 teeth.18

19

6. Statistical analysis20

The unpaired t test was used to compare the true etched areas obtained in the 21

Rehydrated and Dry groups of teeth. The variation between the presumed area (2.01 22

mm2) and the true etched area in both groups was also calculated. Presumed and true23

microbiopsy depths in each group were compared using the unpaired t test. The 24

enamel birefringence underneath the microbiopsy area and outside the microbiopsy25

area were compared using the paired t test. A probability level of 5% was considered 26

statistically significant. Statistical analyses were performed using the Graph Pad Prism 27

Program (Version 3.0).28
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1

4. Results2

Figure 1A shows a shed deciduous tooth with an adhesive tape in place ready for the 3

enamel microbiopsy procedure. SEM photographs of dry teeth (Figure 1B-1D) show4

the aspect of the etched enamel after one microbiopsy has been performed. The 5

adhesive tape used in the microbiopsy is also shown on top of each tooth. The etched 6

area represents the area attacked by the acid solution, which is observed as a brighter7

area on the tooth surface.8

Figure 2 depicts a series (A-D) of 4 SEM photographs taken at increasing 9

magnifications (X18, X40, X800, X2500, respectively) of a rehydrated shed deciduous10

tooth. In 2C and 2D, the structure of the enamel prisms is clearly observed. The etched 11

area is even and flat, without depressions or craters.12

13

4.1 Comparison of true and estimated areas in enamel biopsies 14

The presumed diameter of the perforated tape was 1.6 mm. The diameter of the etched 15

area of the 24 teeth used in this study was measured in SEM photographs taken after 16

the procedure of enamel microbiopsy, and the diameters varied from 1.56 mm to 1.98 17

mm (Figure 1B, C and D). The presumed area of the microbiopsy was 2.01 mm2. In the 18

Rehydrated Group, the area varied from 1.78 mm2 to 3.49 mm2 with a mean of 2.3419

mm2 (SD= 0.50); in the Dry Group, the area varied from 2.14 mm2 to 3.24 mm2 with a 20

mean of 2.63 mm2 (SD= 0.26). Since perforations of the tape had the same diameter, 21

we tested whether the areas obtained after the etching were different in the two groups. 22

There was a statistically significant difference when the areas etched in the Rehydrated 23

teeth were compared with the ones in the Dry teeth (p= 0.04). Figure 3 shows the 24

mean values of the areas measured in the two groups. The areas varied from -11.6% 25

to 73.5% of the presumed area in the Rehydrated teeth (Mean 16%), while these 26

values varied between 6.6% and 61.3% in the Dry teeth (Mean 31%). Although a larger27

variation was found in the Rehydrated group, the mean area of this group was closer to 28
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the presumed area of 2.01 mm2. We reasoned that the mean percentage of variation of 1

each group (16% and 31% for the Rehydrated and Dry teeth, respectively) could be 2

used as a correction factor for the etched area, which is a parameter for calculation of3

the microbiopsy depth. This correction factor multiplied by the presumed area (2.01 4

mm2) resulted in what we called the corrected area, which was employed in an attempt 5

to correct depth when a significant difference was found between the presumed and 6

true microbiopsy depth (see below).7

8

4.2 The etching solution does not demineralize deciduous enamel in depth9

Figure 4 shows a series of 4 PM photographs taken at increasing magnifications (A-B 10

in 10X and C-D in 50X) of 100-µm thick enamel slices of shed deciduous teeth. 11

Analysis of the PM pictures gives no evidence of in-depth enamel demineralization by12

the etching solution. Using a calibrated reticule, the precise limit of the upper and lower 13

limit of the microbiopsy could be determined, and in some specimens a depression of 14

few micrometers could be observed (in Figure 4D, for example, the depression where 15

the microbiopsy area starts). Some teeth revealed some mineral loss in the outer 16

enamel (compatible with subclinical caries), as the specimen shown in Figure 4C, but 17

this pattern was not related to the microbiopsy procedure, nor did this procedure cause 18

any further mineral loss in the proximity of the subclinical caries.19

20

4.3 Phosphorus Determination and Microbiopsy Depth21

Figure 5 shows the distribution of presumed and true depth of each microbiopsy from 22

the Rehydrated Group and the distribution of presumed, true and corrected depth 23

(calculated using the corrected area) of each microbiopsy from the Dry Group. Mean 24

microbiopsy depth for the Rehydrated Group was 3.0 µm (SD=1.9) and 2.8 µm 25

(SD=2.1) for the presumed and true depth, respectively. As for the Dry Group, the26

mean microbiopsy depth was 5.6 (SD=1.55), 4.2 (SD=1.22) and 4.3 (SD=1.18) for the 27

presumed, true and corrected depths, respectively. When the presumed and true depth 28
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in the Rehydrated Group were compared, there was no significant difference (p= 0.78), 1

so the correction factor was not used in this group. In the Dry Group, comparison 2

between the presumed and the true depth revealed a statistically significant difference3

(p= 0.03). When the true and corrected depths were compared, there was no 4

statistically significant difference (p= 0.94).5

6

4.4 Enamel birefringence7

Table 1 provides the enamel negative birefringence (x 10-4) values obtained at 4 points 8

in 100-µm thick enamel slices of 6 shed deciduous teeth. Each value represents the9

mean of 5 measurements made at two points underneath the microbiopsy area, and at 10

two points outside the microbiopsy area. 11

Enamel birefringence varied from -16.8 x 10-4 to -3.2 x 10-4 with a mean of -10.5 x 10-4
12

(SD=4.87) underneath the microbiopsy. Outside the microbiopsy area, values varied 13

from -15.2 x 10-4 to 0.0 x 10-4 with a mean of -8.9 x 10-4 (SD=4.97). No statistically 14

significant differences in the enamel birefringence were observed between values 15

underneath and outside the microbiopsy area in the same tooth (p>0.1 for all 16

comparisons).17

18

5. Discussion19

In this study we analyzed the morphological characteristics of teeth submitted to a 20

microbiopsy procedure according to the modifications proposed for deciduous teeth 21

(Gomes et al., 2004). Information on many aspects of this procedure was lacking, and 22

the results shown here highlight that knowledge about the details of this procedure will 23

probably enable its wide use in screening children for lead exposure, and possibly also24

in the screening for other elements accumulated in the surface of the deciduous 25

enamel.26
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There was some variation in the measured diameter of the enamel microbiopsy etched1

area. In some teeth, the etching solution percolated beyond the tape borders, but the 2

areas where the acid percolated comprised less than 5% of the total microbiopsy area.   3

Most importantly, analysis of PM pictures gave no evidence that the etching solution 4

demineralized the deciduous enamel in depth, not even in teeth with signs of 5

subclinical caries (Figure 4), which was consistent in all studied teeth. These results 6

were also confirmed by birefringence analysis, since the mean birefringence of each 7

tooth was not different in areas analyzed underneath the microbiopsy area. One of the 8

main worries of researchers, parents and ethical commissionaires is how the 9

microbiopsy can affect the tooth structure. The data provided in this study clearly 10

shows that in deciduous teeth with no clinical sign of caries (even in the presence of 11

subclinical caries), the microbiopsy procedure was not detrimental to the dental 12

enamel.13

Comparison between the presumed microbiopsy area (2.01 mm2) and the areas14

measured after the procedure in the two studied groups revealed a greater variability in15

the areas from the Rehydrated Group (from 1.78 mm2 to 3.49 mm2) than in the areas16

from the Dry Group (2.14 mm2 to 3.24 mm2). Despite this greater variation in the 17

Rehydrated Group, the mean area found in this Group (2.34 mm2, SD= 0.50) was only 18

16% larger than the expected area (2.01 mm2), while the mean area found in the Dry 19

Group was 31% larger (2.63 mm2, SD= 0.26). Since a statistically significant difference 20

was found between the two groups of teeth, we reasoned that this difference between 21

wet and dry teeth could negatively affect the calculation of the microbiopsy depth in dry 22

teeth (i.e., in studies using the microbiopsy procedure in vitro). The microbiopsy depth 23

is calculated on the basis of the presumed surface area (2.01mm2), and the formula of 24

the cylinder. If dry teeth have larger etched areas, this will result in the miscalculation of 25

the microbiopsy depth, resulting in deeper microbiopsies. When microbiopsy is 26

employed for determination of lead concentrations in the enamel, the etched depth is a 27

very important parameter, because of the gradient described in lead concentrations, 28
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which are greater at the outermost few micrometers (Brudevold et al., 1977; Purchase 1

and Fergusson, 1986; Cleymaet et al., 1991d; Gomes et al., 2004; Costa de Almeida et 2

al., 2007). In other words, the presumed area can be a concern, because it may 3

indicate that the amount of lead determined in the tooth is present in a deeper 4

microbiopsy than it really is.5

When the presumed and true depth in the Rehydrated Group were compared, there 6

was no significant difference (p= 0.78), so the correction factor was not used in this 7

group. On the other hand, when the presumed and true depth were compared in the 8

Dry Group, the difference was statistically significant (p= 0.03). After the correction 9

factor was employed and the corrected depth was calculated in the Dry Group, the true10

and corrected depths were compared and there was no statistically significant11

difference (p= 0.94) between them. For this reason, the correction factor is very 12

important to minimize problems related to in vitro studies. 13

Quantitative birefringence of the mature enamel in air ranges from -22 to 10 x 10-4
14

(Angmar et al., 1963). Our data are within such ranges. It has been shown that the 15

mean birefringence in air can be reasonably related to the mineral content in the 16

mature enamel according to a mathematical expression that considers the relationship 17

between three non-mineral contents (two types of adsorbed water and organic matter) 18

and the mineral content, so that the latter is directly proportional to the amount of 19

negative birefringence (Sousa et al., 2006). On this basis, and considering that no 20

statistically significant differences were found between birefringence of the enamel 21

underneath the microbiopsy area and when it was compared to the non-etched 22

enamel, our data indicates that no internal mineral loss occurred in the enamel due to 23

the microbiopsy etching procedure.24

To our knowledge, this is the first study to address questions on the morphological and 25

biochemical details of the enamel microbiopsy in deciduous enamel. Some aspects 26

that deserve attention became evident, such as the differences in the effect of the 27

etched solution in wet versus dry teeth, and suggestions for improvements were made.28
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Even though in this study only teeth from a non-contaminated region were used, we 1

think that the results – particularly the in-depth effect of the acid solution – also apply  2

to teeth formed in lead contaminated environments, since a study on the morphology of 3

teeth collected in areas contaminated with lead do not show changes in comparison to 4

teeth from areas with low exposure to lead (Youravong et al., 2005), the same being 5

true for rat enamel formed when animals were exposed to lead (170 mg/l of lead 6

acetate in the drinking water) (Gerlach et al., 2002).7

One other aspect that needs further study is the density of the hydroxiapatite 8

containing different amounts of lead, since higher contents of lead are found in the 9

surface of the teeth formed in areas highly contaminated with lead. Lead has a high 10

density in comparison to calcium (but Pb/Ca ratios are still below 1:1000 even in the 11

enamel surface). Increased lead amounts may have some modest effect on the enamel 12

density, which is another parameter used to determine the biopsy depth. 13

The enamel microbiopsy can easily collect samples of deciduous tooth enamel and 14

these samples provide information that makes sense in terms of environmental 15

contamination. This methodology is painless, easy to perform, and has proved to be 16

suitable for epidemiological studies that require large number of individuals (Almeida et 17

al., 2007). In this study we showed some important details about enamel microbiopsy18

that will improve in vitro studies (the use of the correction factor for the dry teeth etched 19

area). 20

21

Conclusion22

Our data showed no evidence of in-depth enamel demineralization by the etching 23

solution used in the enamel microbiopsy proposed for deciduous enamel, even when 24

sub-clinical caries was present in the teeth. This study also showed some variation in 25

the measured diameter of the enamel microbiopsy, indicating that sometimes the 26

etching solution percolated beyond the tape borders. We found a greater variation in 27

the true etched area in the Rehydrated Group of teeth when compared with the Dry 28



14

Teeth Group. However, in the Rehydrated Group, the mean true area was closest to 1

the expected area when compared with the Dry Group, which had a 31% (mean) 2

increase in the etched area. In the Dry Group, comparison between the presumed and 3

the true depth revealed a statistically significant difference. Therefore, we suggest that 4

the correction factor of 1.31 is used for studies using microbiopsies in vitro (in dry 5

teeth), to minimize problems related the calculation of the microbiopsy depth in in vitro6

studies. The precise calculation of the etched depth is particularly important when 7

using the enamel microbiopsy to determine elements accumulated in the surface of the 8

enamel whose concentration changes according to the depth.9

10
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Figures Legends8

Figure 1 – Figure 1A shows a shed upper deciduous central incisor with an adhesive 9

tape in place ready for the enamel microbiopsy procedure. In 1B-1D, SEM photographs 10

show the aspect of the etched enamel after one microbiopsy has been performed 11

(observed as a brighter area), and the adhesive tape used is also shown on top of each 12

tooth. 13

14

Figure 2 – A series (A-D) of SEM photographs taken at increasing magnifications (x18, 15

x40, x800, x 2500, respectively) of a shed deciduous tooth. In 2C and 2D, the structure 16

of the enamel prisms is clearly observed.17

18

Figure 3 - Mean values of the areas (mm2) measured in the Rehydrated and Dry 19

Groups.20

21

Figure 4 – A series (A-D) of PM photographs taken at increasing magnifications (A-B 22

in 10X and C-D in 50X) of 100-µm thick enamel slices of shed deciduous teeth. In 4A 23

and 4C, the arrow indicates the cervical microbiopsy border, in 4B and 4D, the arrow 24

indicates the incisal microbiopsy border. The asterisk (*) shows an area with subclinical 25

caries evident as superficial mineral loss.26

27



19

Figure 5 - Distribution of presumed and true depth of each microbiopsy from the 1

Rehydrated Group and the distribution of presumed, true and corrected depth of each 2

microbiopsy from the Dry Group.3

4



Table 1 – Enamel negative birefringence (x 10-4) measured at two points underneath the 1

microbiopsy area, and at two points outside the microbiopsy area (one located incisally to 2

the microbiopsy and one located cervically to the microbiopsy area) in 6 teeth. Each value 3

represents the mean of 5 measurements taken at each point (SD)*.4

5

6

*SD= Standard Deviation 7

8

9

10

11

12

13
14

15

16

Teeth

Underneath Microbiopsy Area

Incisal point       Cervical point 

       Outside Microbiopsy Area 

   Incisal point    Cervical point p

1

2

3

4

5

6

     -7.5 (1.5)             -11.7 (0.3)

   -13.0 (0.1)             -12.4 (0.1)

     -3.8 (0.0)               -3.2 (0.2)

   -14.7 (0.4)             -15.7 (0.1)

   -15.2 (0.3)             -16.8 (0.3)

     -6.4 (0.4)               -6.1 (0.3)

      -5.6 (0.1)               -5.1 (0.5)

    -12.0 (0.1)               -7.1 (0.2)

      -3.5 (0.1)                0.0 (0.0)

    -14.4 (0.1)             -14.2 (0.3)

    -12.8 (0.2)             -15.2 (0.3)

      -5.8 (0.2)             -10.5 (0.3)

0.1822

0.3301 

0.4282

0.2196

0.2999

0.5044

1-6      -9.0 (0.5)               -8.7 (0.2)     -10.8 (0.1)             -10.3 (0.3) 0.1081

Table
Click here to download Table: Table 1.doc
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