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Vaidade das vaidades, diz o Eclesiastes, vaidade das vaidades, tudo é
vaidade. Que proveito tira 0 homem de todo o trabalho com que se afadiga
debaixo do sol? Uma geracao passa, e outra vem. O sol se levanta, o sol
se pOe; apressa-se a voltar ao seu lugar; em seguida se levanta de novo. O
vento vai em direcdo ao sul, vai em direcdo ao norte, volteia e gira nos
mesmos circuitos. Todos os rios se dirigem para o mar, € 0 mar nao se
enche; os rios continuam a correr em dire¢cdo ao mar e ndo se cansam;
Todas as coisas se afadigam mais do que se pode dizer. A vista ndo se
farta de ver, o ouvido nunca se sacia de ouvir.

Eu apliquei meu espirito a um estudo atencioso e a sébia observagéo de
tudo o que ha debaixo dos céus: Foi posto ao homem esta obrigacao ingrata.
Vi tudo o que se faz debaixo do sol e percebi: tudo era vaidade e correr atras
do vento; Eu disse comigo mesmo: “Eis que amontoei e acumulei mais
sabedoria do que todos antes de mim”; porque meu espirito estudou muito a
sabedoria e a ciéncia e apliquei o meu espirito ao discernimento da
sabedoria, da loucura e da tolice, mas cheguei a concluséo que isso também
era vaidade e correr atras do vento; Que prazer tem 0 homem ao ver seu
trabalho debaixo do sol, além de olha-lo e contempla-lo? Apenas este é o seu
proveito. Passei entdo a pensar na sabedoria na loucura e na tolice. Conclui
gque a sabedoria leva vantagem sobre a loucura, como a luz leva vantagem
sobre as trevas. Mas notei que 0 mesmo destino espera ambos, sabio e
louco; e notei que a minha sorte sera a mesma dos demais. Entdo para que
serve a minha sabedoria? Percebi entdo que tudo isso também era vaidade e

correr atras do vento.
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Resumo
A enzima acido s-aminolevulinico desidratase (ALAD) possui um importante papel na
toxicidade do chumbo. Neste estudo foi verificada a influéncia do polimorfismo G177C do
gene ALAD nos niveis de Pb-P (chumbo no plasma) e na fragdo %Pb-P/Pb-S (chumbo no
sangue) em 142 voluntarios expostos ambientalmente ao chumbo (55 homens e 87
mulheres; idade: 18 a 60 anos). Os gendtipos para o polimorfismo G177C da ALAD foram
determinados por PCR seguido por digestdo com enzima de restricdo (FRLP). Pb-P e Pb-
S foram determinados por espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) e espectrometria de absorgdo atdbmica com forno de grafite, respectivamente.
N6s combinamos ambos genodtipos ALAD 1-2 e ALAD 2-2 (grupo ALAD 1-2/2-2) e
comparamos com grupo de gendtipo ALAD 1-1. Enquanto nenhuma diferenga significativa
foi encontrada no Pb-S entre ambos grupos, voluntarios do grupo de gendtipos ALAD 1-
2/2-2 apresentaram maiores concentragoes de Pb-P e maiores fragbes %Pb-P/Pb-S
quando comparados com voluntarios do grupo de gendtipos ALAD 1-1 (P<0,0001 para
ambos). Os mais elevados niveis de Pb-P e de fragcdo %Pb-P/Pb-S em voluntarios com
alelo variante ALADZ2 indicam que individuos com gendtipo ALAD 1-2/2-2 provavelmente

sd0 mais suscetiveis aos riscos de saude provenientes da exposigdo ao chumbo.
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Abstract

Delta aminolevulinic acid dehydratase (ALAD) plays an important role in lead poisoning.
This study was carried out to examine the effects of ALAD gene polymorphism (G177C)
on %Pb-P (plasma lead)/Pb-B (whole blood) ratio in 142 subjects environmentally
exposed to lead. Genotypes for the ALAD G177C polymorphism were determined by
PCR and restriction fragment length digestion. Pb-P and Pb-B were determined by
inductively coupled plasma mass spectrometry and by graphite furnace atomic
absorption spectrometry, respectively. The allele frequencies for ALAD1 and ALAD2
alleles were 0.897 and 0.103, respectively. We combined both ALAD 1-2 and ALAD 2-2
genotypes together (ALAD 1-2/2-2 group) and compared with the ALAD 1-1 genotype
group. While no significant differences were found in Pb-B, subjects from the ALAD 1-
2/2-2 genotype group presented higher Pb-P concentrations and %Pb-P/Pb-B ratios
when compared with subjects from the ALAD 1-1 genotype group (both P<0.0001). The
higher %Pb-P/Pb-B ratios in carriers of the ALAD-2 allele compared with non-carriers
indicates that ALAD 1-2/2-2 subjects are probably at increased health risks associated

with lead exposure.
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1 — Introducéo

O chumbo (Pb) metalico é utilizado em mais de duzentos processos industriais
diferentes (1), entre os quais se destacam a produgao de acumuladores elétricos, ligas de
chumbo, chapas, tubos, revestimentos de cabos e a produgdo de varios pigmentos
utilizados na industria quimica (2).

O contato humano com esse metal pode levar a disturbios de, praticamente, todas as
partes do organismo, uma vez que o chumbo ionizado se difunde facilmente por todo o
corpo. Embora a toxidade do chumbo aos seres humanos seja bem conhecida, ainda hoje
existem dados discordantes na literatura cientifica a respeito de seus efeitos tdéxicos. O
chumbo € amplamente utilizado ha milhares de anos. Atualmente, € um dos
contaminantes mais comuns do ambiente, devido as inUmeras atividades industriais que
favorecem a sua grande distribuicdo. No entanto, este metal ndo possui nenhuma funcao

fisioldgica conhecida no organismo, e seus efeitos sao tdxicos em homens e animais (2).

O chumbo na Histdria

O chumbo é um elemento abundante em toda a crosta terrestre e sua utilizacao ja
ocorria em épocas bem remotas. Devido ao seu baixo ponto de fusdo, ductibilidade e
facilidade em formar ligas metalicas, o chumbo foi um dos primeiros metais a ser
manipulado pelo homem, que desde a Antiglidade utilizava-o na fabricacdo de utensilios,
armas e adornos. A partir do século XVIII que sua utilizagdo atingiu grande escala,
guando passou a ser incorporado aos processos industriais entdo nascentes (3).

O chumbo foi um dos primeiros metais a ser trabalhado pelo Homem, sendo conhecido
desde 3500 a.C., de acordo com descobertas arqueoldgicas feitas no Egito. A peca de
chumbo mais antiga que se conhece esta no Museu Britanico e data de 3800 a.C.. O

modo como 0s povos antigos extraiam o chumbo dos seus minerais ndo é bem
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conhecido. No entanto, existem vestigios de fornalhas muito rudimentares, feitas de
pedra, do que se supde que estes povos aqueciam os minérios de chumbo, com fogueiras
que queimavam madeira e carvao para extrair o elemento. Existem evidéncias de que os
Chineses ja produziam chumbo metalico por volta de 3000 a.C., e de que os Fenicios
tinham exploragdes em regides proximas a Espanha em 2000 a.C.. No século V a.C., os
Romanos fizeram uma exploracio extensa dos depdsitos de chumbo em toda a Peninsula
Ibérica. No Império Romano era comum a contaminagao de bebidas e alimentos, uma vez
que os utensilios eram feitos de chumbo, assim como os vasos onde se guardavam 0s
vinhos (3). No periodo de 700 d.C. a 1000 d.C. as minas alemas de chumbo e prata, no
vale do Reno e das montanhas de Hartz, eram muito importantes, tal como as da
Saxoénia, Silésia e Boémia no século Xlll. No século XVII, as fundicdes de chumbo se
desenvolveram na Gra-Bretanha, particularmente aquelas localizadas em Gales e
Derbyshire. A intoxicagdo ocupacional pelo chumbo foi muito pronunciada no século XIX,
principalmente entre pintores, encanadores e trabalhadores de fundicdo de chumbo, além
de outros trabalhadores industriais. As doengas causadas pela exposicdo ao chumbo
eram comuns no Reino Unido e, apés uma série de mortes destes trabalhadores, em

1883, foi feita a primeira legislagdo com relagao a protegao de trabalhadores expostos (3).

Exposi¢cdo ao chumbo e a saude Humana

Até os dias de hoje a toxicocinética do chumbo vem sendo exaustivamente estudada
em homens e animais devido a sua toxicidade. O desenvolvimento de técnicas analiticas
mais sensiveis tem conduzido a uma série de mudancas no que se refere ao
entendimento da toxicidade do chumbo. O chumbo pode afetar diversos processos
fisiologicos e estes podem ser influenciados por fatores endégenos, como por exemplo,
constituicdo genética, fatores antropométricos e estado de saude, ou exdégenos, tais como

carga de trabalho, e exposicdo simultdnea a varias substancias, como drogas, alcool e
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fumo (4). Entretanto, apesar dos numerosos estudos, muitos aspectos do metabolismo
normal do chumbo ainda sao pouco entendidos. A maior parte do chumbo entra no
organismo humano pelas vias respiratdria e gastrintestinal. Apds absor¢gédo, o chumbo
pode ser encontrado principalmente no sangue, tecidos moles e mineralizados (5). O sitio
primario de armazenamento de Pb no organismo é o 0sso, que contém aproximadamente
90% do conteudo corpodreo total do metal em adultos (6). Atualmente, o chumbo contido
nos 0ssos € reconhecido como sendo tao importante quanto as influéncias da exposicao
exdgena, com importante papel no comportamento toxicocinético deste metal (7, 8).
Indmeros estudos tém fornecido evidéncias de que a mobilizacdo de Pb dos ossos para o
sangue € intensificada durante os periodos de remodelamento 6sseo (7, 8). Uma vez na
corrente sanguinea, o0s processos cinéticos de absorgdo, trocas com outros
compartimentos do organismo e de eliminagado determinam o teor de chumbo no sangue e
plasma (9). A fisiologia do chumbo em humanos normalmente desperta um interesse
consideravel, gerado pela toxicidade potencial desse elemento. O chumbo inorganico
pode afetar uma série de sistemas, cuja grandeza das manifestagdes clinicas dependera
da intensidade, do tempo de exposi¢cao e da sensibilidade individual (2). A toxicidade esta
relacionada principalmente aos sistemas nervoso e hematopoiético. Entretanto, podem
ocorrer efeitos renais, cardiovasculares e na reprodugdo em humanos. Alguns estudos
tém correlacionado efeitos adversos a saude com niveis cada vez mais baixos de chumbo
no sangue, até mesmo em concentragées menores do que 10 pg/dL, principalmente em

criangas (5).

A estreita relacdo entre sangue, ALAD e chumbo.
O sistema hematopoético € um dos alvos do chumbo. Um dos mais importantes

mecanismos da toxicidade deste metal € a capacidade de afetar as enzimas da via
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biossintética do heme. A ALAD € a segunda enzima desta via e possui como substrato o
acido aminolevulinico (ALA). Devido a capacidade de o chumbo efetivamente inibir a
atividade da ALAD, ocorre o acumulo de ALA no sangue e na urina. Consequentemente,
os niveis de ALA urinario (ALA-U) também tem sido usado como biomarcador de
exposi¢cao ao chumbo ou dos efeitos biolégicos causados por ele (10). ALA tem atividade
neurotoxica e pode contribuir para a indugao de efeitos toxicos do chumbo no cérebro
(11). Apdés o ciclo hematopoético, a enzima ferroquelatase introduz o ion ferro na
molécula de protoporfibilinogénio para formar o heme. O chumbo inibe a atividade da
ferroquelatase e impede a incorporagao do ion ferro a hemoglobina. Esta reagdo também
leva a ligacdo do zinco, formando zinco protoporfirina (ZPP) (12). A presenca de ZPP
também tem sido proposta como um indicador de recente intoxicacdo pelo chumbo e
assim também vem sendo utilizado como um biomarcador de exposi¢ao ao chumbo (12).
Acido 3-aminolevulinico desidratase, a segunda enzima da via biossintética do heme
(Figura 1), catalisa a condensagdo assimétrica de duas moléculas de acido o-
aminolevulinico (ALA) para formar porfobilinogénio, um precursor do heme, clorofila,
citocromos e cobalaminas (13). ALAD é uma metaloenzima composta de oito
subunidades idénticas e oito atomos de zinco (14-16). Os atomos de zinco sao essenciais
a atividade enzimatica. A atividade da ALAD é inibida pelo chumbo (13), bem como pela
oxidagao de grupamentos tidis da enzima (13). Os atomos de chumbo substituem os de
zinco que s&o necessarios a atividade da ALAD (14). Embora a concentragdo de chumbo
no sangue seja menor do que 2% do seu total no organismo, de 90% a 99,8% do metal
estdo ligados a membrana dos eritrécitos e a fragdes de proteinas. Até o inicio da década
de 90, acreditava-se que a hemoglobina era principal proteina a qual o chumbo se ligava,
além de outras proteinas de baixo peso molecular dos eritrocitos. Entretanto, Bergdahl e

colaboradores (17) concluiram que a principal proteina a qual o chumbo se ligava é a
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Acido §-aminolevulinico desidratase (ALAD), sugerindo que o conceito de que o Pb se
ligava primeiramente a hemoglobina deveria ser revisto. A partir de proteinas obtidas de
eritrocitos lisados, além da maior afinidade do Pb pela ALAD, este pesquisadores também
observaram liga¢gdes do chumbo com uma proteina de massa molecular de 45 kDa e com
outra de massa menor do que 10 kDa. No entanto, nenhum chumbo ligado a hemoglobina

foi detectado. Resultados semelhantes foram encontrados por Xie e colaboradores (18).

Polimorfismo Humano da ALAD e suscetibilidade a toxicidade pelo chumbo

O gene que codifica a ALAD existe em duas formas polimérficas que pode modificar a
toxicocinética e influenciar na suscetibilidade individual a toxicidade do chumbo. A enzima
€ codificada por um gene localizado no cromossomo 9934, o qual possui dois alelos
dominantes, chamados ALAD1 e ALAD2. A caracteristica polimorfica deste gene foi
primeiramente descrita em 1981 por Petrucci e colaboradores (19). Posteriormente, o
cDNA do gene da ALAD foi clonado por Wetmur e colaboradores (20). O alelo ALAD2, o
qual é menos frequente, ocorre de entre 5 a 20% de populagdes caucasianas e mais
raramente em populagdes de descendentes africanos e asiaticos (21-23). A expressao
destes alelos resultam em trés formas distintas de isoenzimas. Estas sdo denominadas
ALAD 1-1, 1-2, e 2-2, as quais podem ser identificadas por meio de eletroforese. A
diferenca entre ALAD2 e ALAD1 é a substituicdo de lisina por asparagina no residuo 59
da proteina, resultante de uma simples mudanga de nucleotideo (G por C) na posi¢cao
177 do gene (21). E possivel que esta substituigdo no alelo ALAD2 resulte em uma
enzima com a carga elétrica alterada, levando a uma afinidade maior pelo chumbo do que
nos individuos ALAD1. Assim, o aminoacido lisina, eletricamente positivo (+) é substituido
devido ao polimorfismo (G por C) pelo aminoacido asparagina, o qual é eletricamente

neutro.
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Figura 1 - Desenho esquematico da biossintese do heme, indicando as enzimas

inibidas pelo chumbo.
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Sendo assim, a molécula da ALAD ficaria mais eletronegativa, apresentando maior
afinidade pelo chumbo (13). Levando-se em consideragao o polimorfismo encontrado na
populacdo humana e o conhecimento que a enzima ALAD é sensivelmente inibida pelo
chumbo, varios estudos consideraram que este polimorfismo poderia influenciar na

suscetibilidade humana a intoxicagao pelo chumbo.

Existem grandes evidéncias sugerindo um importante papel da ALAD no acumulo
biologico de chumbo. Ainda ndo esta claramente definido exatamente como o
polimorfismo da ALAD influencia a distribuicdo do chumbo a outros tecidos e érgéos-alvo.
Dois diferentes cenarios podem ser abertos para a discussdo. No primeiro, um aumento
do chumbo ligado a ALAD, especialmente ALAD 2-2, poderia resultar em um aumento da
distribuicdo do chumbo para outros 6rgaos-alvo como rins e cérebro. Por outro lado, é
possivel que a ALAD 2-2 poderia ser um sequestrador sanguineo do chumbo. ALAD 2-2
poderia servir como um substrato de alta finidade, retendo chumbo no sangue e
protegendo outros 6rgaos. Neste caso, pessoas com alelo ALAD2 poderiam experimentar
efeitos menos severos com a exposicdo ao chumbo e um menor acumulo de chumbo nos
0Ss0s, mesmo apresentando niveis de chumbo no sangue mais elevados que individuos
homozigotos para o alelo ALAD1, expostos aos mesmos niveis de chumbo. Para
investigar estas possibilidades, alguns marcadores de efeitos do chumbo foram
investigados em humanos e sua relacdo com os genoétipos da ALAD. Outros estudos
propdem um papel mais complexo para papel do polimorfismo da ALAD na toxicidade do
chumbo e suportam a idéia que o alelo ALAD2 pode exercer um papel benéfico. Por
exemplo, em um estudo de 65 trabalhadores expostos ao chumbo com a média de
chumbo no sangue de 27,9 pg/dL, a presenga de ALA no plasma foi em torno de 30%
mais alta em voluntarios ALAD 1-1 do que nos individuos ALAD 1-2 (11). Este resultado é

importante, uma vez que os efeitos neuroldgicos do chumbo sdo devidos, ao menos em
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Figura 2 - Estrutura 3D da enzima ALAD. As esferas indicam ion de chumbo e
zinco, respectivamente. Embora com raio atdémico superior, o ion chumbo é

capaz de substituir o zinco iénico da ALAD, inativando-a [adaptado de Godwin,
(65)].

parte, a toxicidade do ALA (32). Estes resultados estdo de acordo com os obtidos em
outro estudo realizado com um grupo de adolescentes com gendtipo ALAD 1-2, que
demonstrou que estes realizaram testes neuropsicolégicos de atencdo de forma mais
eficaz do que aqueles com gendtipo ALAD 1-1 expostos aos mesmos niveis de chumbo
(33). Estes dados sugerem que o alelo ALAD2 possa apresentar algum papel protetor na
inducao de neurotoxicidade causada pelo chumbo. Nao é conhecido como o polimorfismo

da ALAD pode influenciar o transporte do chumbo aos 6rgaos-alvo, particularmente o
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cérebro. E possivel que o papel protetor do alelo ALAD2 seja devido a manutencdo do
chumbo no compartimento sanguineo. Apoiando esta hipétese, resultados demonstraram
que individuos ALAD1-1 armazenam mais chumbo nos ossos do que individuos ALAD2
com altos niveis de chumbo no sangue (34). Além disso, altos niveis de ZPP podem ser
detectados em individuos ALAD 1-1 comparados com heterozigotos ALAD 1-2 (35).
Conjuntamente, estes dados indicam que o papel do polimorfismo da ALAD na toxicidade
do chumbo é multifatorial e complexo, indicando ainda o vasto campo de pesquisa a fim
de identificar quais papéis os polimorfismos da ALAD desempenham na suscetibilidade ou
nao a toxicidade pelo chumbo.

Importancia dos niveis de chumbo no plasma sangiineo e da fracdo percentual do
chumbo no plasma/chumbo no sangue total (fracdo %Pb - P/Pb-S)

Recentemente, atencdo especial tem sido dada aos niveis plasmaticos de chumbo,
bem como a fragdo %Pb-P/Pb-S. Ao longo das ultimas cinco décadas, o sangue total tem
sido o fluido primario utilizado para a avaliagdo de exposi¢édo ao chumbo (5). Medidas de
chumbo no sangue (Pb-S) refletem exposigcéo recente e também representam exposi¢oes
passadas, como resultado da mobilizacdo do chumbo nos estoques Gsseos para a
corrente sanguinea (8, 36-40). Entretanto, na cinética do chumbo, a diferenciagdo entre
baixos niveis de exposicao crénica e um curto prazo de alta exposicdo ndo sao possiveis
com base nas medidas dos niveis de Pb-S. Consequentemente, tem crescido o interesse
em outros biomarcadores que possam melhor representar exposicoes passadas. Por
exemplo, os niveis de chumbo no plasma (Pb-P) pode ser um melhor indice de exposicao,
distribuicdo e riscos a saude associados e a este metal. Além disso, alguns autores
consideram os efeitos téxicos do chumbo primariamente associados aos niveis de Pb-P, o
qual parece refletir mais rapidamente a fragéo biodisponivel na corrente sanguinea (8, 41-

43).
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Neste sentido, aceita-se que os efeitos toxicos do chumbo sejam relacionados com os
niveis de Pb-P, ou com a fragao livre de chumbo no plasma em relagdo ao chumbo no
sangue total (%Pb-P/Pb-S). Alguns estudos avaliaram a relacdo entre niveis de Pb-P e
Pb-S em criangas ambientalmente expostas (44), mulheres sem historia de exposigao
(45) e em populagao adulta exposta ambientalmente (46). Estes estudos observaram
uma importante relacio curvilinea entre Pb-S e Pb-P, e uma maior correlagao entre Pb no
soro ou plasma com os niveis de chumbo no osso (Pb-O), do que entre Pb-S e Pb-O (9,
47), sugerindo que o chumbo dos estoques ésseos contribuiem para esta alta fracao de
chumbo no plasma.

Os modelos propostos para representar a cinética do Pb normalmente supdem que o
seu transporte pelo corpo é comandado pelo componente plasma do sangue total (48).
Porém, em concentragbes elevadas de Pb-S, ha uma saturagao gradual dos sitios de
ligacdo nos eritrécitos e uma maior quantidade deste elemento se torna biologicamente
disponivel. Este mecanismo é consistente com os resultados encontrados por Fleming e
colaboradores 1997 (49) em que os trabalhadores mais antigos de uma fundi¢cao
apresentaram concentragbes de chumbo no sangue relativamente altas, podendo
frequentemente ter excedido tal ponto de saturacdo, enquanto que trabalhadores
empregados ha menos tempo teriam niveis de Pb-S abaixo deste ponto. Resultados de
estudos com is6topos sobre a liberacdo do Pb do osso para a circulacdo mostraram que
40% a 70% do chumbo presente no sangue de individuos expostos ambientalmente (7) e
de mulheres adultas (50) sao provenientes do chumbo armazenado nos estoques ésseos.
Os estoques Osseos influenciam a concentracdo do chumbo no plasma de modo
independente da influéncia do Pb sanguineo. Consequentemente, a superioridade do
metal de origem &ssea sobre o sanglineo em predizer algumas formas crbnicas de

toxicidade pode ser intermediada pela sua influéncia sobre o Pb plasmatico (46). Assim,
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uma hipétese alternativa foi proposta para a cinética do Pb, em que fontes enddgenas
favorecem mais fortemente o compartimento plasma do que as exdégenas (9).

A determinagdo do chumbo no plasma é uma medida mais exata do que no sangue
para avaliacdo da exposicao, especialmente em niveis elevados do metal. O plasma é o
componente do sangue que contém o Pb livre para cruzar as membranas celulares e
causar seus efeitos toxicos (51). Os ligantes presentes no plasma, e disponiveis para a
ligacdo com o Pb, ainda nédo estdo bem definidos. Sabe-se, entretanto, que o plasma
contém uma fragcdo estimada entre 0,2% a 10% do Pb-S, provavelmente ligada a
albumina, a2-globulina ou como ions livres disponiveis para o transporte para os tecidos
(2). E possivel que esta Ultima fracdo tenha maior importancia toxicoldgica do que o
chumbo no sangue total, pois esta mais biodisponivel para atingir os sitios-alvo da agao
toxicoloégica. As concentragdes plasmaticas de chumbo raramente tém sido medidas
devido as dificuldades analiticas e, por isso, sua relagdo com as manifestagcoes toxicas
nao esta claramente definida (17, 52). Um estudo realizado com mulheres em idade
reprodutiva expostas ambientalmente ao chumbo, encontrou uma variacdo natural de
duas a quatro vezes na particao relativa deste metal entre o sangue total e o plasma, para
a faixa de concentragédo estudada (2,13 a 39,7 ug.dL-1) de chumbo em sangue (45). O
chumbo atravessa a barreira hematoencefalica, mas sua concentragdo no cérebro é
baixa. Também atravessa a placenta, que pode determinar 57,4% do nivel de Pb
transferido para o feto, e o sangue fetal contém quase que os mesmos niveis do metal
que o sangue materno (53). O chumbo é mobilizado dos ossos numa taxa acelerada e
transferido para o feto, mostrando que esta mobilizagdo contribui significativamente para
aumentar os niveis de Pb-S durante a segunda metade da gravidez (54, 39). O Pb dos
estoques Osseos pode ser mobilizado para a circulacdo nas situagdes em que

normalmente ocorre uma maior mobilizagdo como nos estados fisioldgicos e patoldgicos,
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que promovem aumento do remodelamento ésseo (8), constituindo assim um mecanismo
para a toxicidade tardia. Varios estudos foram realizados mostrando que o
remodelamento 6sseo aumenta os niveis de chumbo, durante a gravidez (55), lactagao
(38, 47) e menopausa (56, 57). Conjuntamente, estes dados demonstram a importante
relagdo entre os niveis de chumbo no plasma, sangue e 0ssos, na toxicocinética deste
metal.

Entretanto, até o momento, nenhum estudo havia verificado se polimorfismos genéticos
da ALAD, os quais parecem exercer uma importante influéncia na toxicocinética do

chumbo, alteram os niveis de Pb-P, e principalmente na fragao percentual de Pb-P/ Pb-S.
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2 - Hipotese

Com base nas evidéncias anteriormente citadas, hipotetizamos que o polimorfismo
G177C da ALAD poderia influenciar nos niveis de Pb-P e a fragdo de Pb-P/Pb-S de

individuos expostos ambientalmente.



OBJETIVO
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3 — Objetivo

Baseado nesta hipdtese, este estudo teve como objetivo:

Verificar se o polimorfismo G177C da ALAD influencia os niveis plasmaticos de
chumbo (Pb-P) e a fragdo chumbo no plasma/chumbo no sangue (%Pb - P/Pb-S) de

voluntarios expostos ambientalmente ao chumbo.



MATERIAIS E
METODOS
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4 - Materiais e Métodos

Selecédo dos voluntérios e coletas sanglineas

O projeto desta pesquisa foi aprovado pela comissdo de ética da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo. Foram selecionados
voluntarios adultos residentes na cidade de Bauru (S&o Paulo), que moravam proximo a
uma antiga fabrica de baterias e estavam ambientalmente expostos ao chumbo. Estes
voluntarios foram devidamente orientados a respeito dos objetivos desta pesquisa e
assinaram o termo de consentimento (veja anexo), resultando em um total de 142
voluntarios participantes. As amostras de sangue venoso (18mL) foram coletadas pela
equipe da Prof. Dra. Marilia Buzalaf (Faculdade de Odontologia de Bauru da Universidade
de Sao Paulo/FOB-USP). Todos os voluntarios estavam em jejum de 12 horas. O sangue
foi coletado pelo sistema a vacuo em trés tubos (6 mL cada, Vacuntainer BD), sendo dois
tubos com heparina livre de metais (Metal free Vacuntainer BD) para analises de chumbo
e um tubo com EDTA para as avaliagdes hematologicas e genotipagens. A primeira coleta
foi utilizada para determinar a quantidade de chumbo no sangue e a segunda para
determinagcdo dos niveis de chumbo no plasma. As amostras sanglineas foram
imediatamente centrifugadas (800g por 6 min.) para separagao do plasma no sangue
total. Cada fracdo de plasma foi pipetada em dois tubos tipo eppendorf (1,5mL) e
imediatamente congelada a -80°C até a realizagao das analises.

Determinacao do polimorfismo G177C da ALAD.

Neste estudo, utilizamos a técnica de PCR para amplificar um fragmento de 916pb do
gene que codifica a ALAD, localizado no cromossomo humano 9q34. Amplificamos uma
regidao compreendida entre o intron 3 e o éxon 4 (veja figura 3), onde ocorre o
polimorfismo, especificamente na posigao 177. Esta posicdo possui o nucleotideo “G”

(Guanina), o qual é substituido por “C” (citosina) no alelo polimérfico. Esta substituigao
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altera o cédon comum “AAG”, para o codon mais raro “AAC”, o qual substitui o
aminoacido lisina (AAG) por asparagina (AAC), na posi¢cao 59 da proteina ALAD (K59N).
Apds a amplificagdo por PCR, as amostras sédo digeridas pela endonuclease Mspl, que
cliva especificamente o produto amplificado na regiao AAG. Portanto, apenas as amostras
amplificadas que contém AAG serdo clivadas (ou seja, as amostras que possuem o
polimorfismo). Esta caracteristica altamente especifica da Mspl, nos permite “cortar”
nossas amostras amplificadas que contém o polimorfismo G177C da ALAD.
Adicionalmente, apds esta digestdo, separamos os diferentes produtos resultantes por
meio de eletroforese em gel de poliacrilamida, e os visualizamos por coloragdo com
nitrato de prata.

Extracdo do DNA genémico

O DNA gendmico foi extraido do sangue total utilizando-se o método da proteinase K
de acordo com o proposto por Miller et al, 1988 (58). Em resumo, 900uL de sangue total
foi lisado com 900uL de Tampéo Red Blood Cell Lysis (Tris.Cl 2%, PH 7,6) e incubado a
temperatura ambiente por 10 min em tubos plasticos de 2mL (tipo eppendorf) invertendo-
se ocasionalmente.

Em seguida os tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 20 seg. Apds descarte do
sobrenadante, adicionou-se 600 pL de Tampéao Cell Lysis (Tris.Cl 1%, SDS 0,1%; EDTA
0,5 M - pH 8) gelado, seguido novamente de homogeneizagao, invertendo os tubos de 30
a 50 vezes (precipitagdo SDS). Este processo lisa os eritrocitos, remove a hemoglobina e
lisa os leucdcitos preservando o DNA nuclear. Em seguida adicionamos 3 uL de
proteinase K (20 mg/mL) e incubamos em banho maria a 55°C por 16 h. Em seguida,
adicionamos 200 uL de Acetato de Potassio (5M) foi adicionado e incubamos em gelo por

5 min. Neste momento, ocorre a formagao de um
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EXON 4

Mspl Mspl Mspl Mspl

| 916nt
< | » Produto de PCR
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Mspl
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Figura 3 — Analise molecular esquematica dos alelos da ALAD humana
(ALAD1 e ALAD2). Acima: mapa de restricao Mspl de um fragmento do gene
da ALAD, mostrando sequéncias exdnicas (caixas sélidas) e intrénicas (linha
sélida); seguintes: produto de PCR amplificado com 916 nucleotideos; produto
amplificado digerido com Mspl, resultando em 582 ou 511 nucleotideos
(ALAD1 e ALADZ2, respectivamente); abaixo: sequéncias de nucleotideos (163-
183) com a respectiva sequéncia de aminoacidos e numero de ordem na
proteina. A substituicdo de “G” por “C” cria o site para Mspl, e substitui o

aminoacido lisina por asparagina [adaptado de Wetmur e colaboradores (21)].
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pellet de proteina. Em um novo tubo plastico de 2mL adicionamos o sobrenadante e 600
ML de alcool isopropilico. Centrifugamos novamente a 3000 rpm por 1 min. e descartamos
0 sobrenadante, verificando a formagdo de um “pellet” de DNA, que é precipitado pela
adicao de 600 uL de etanol a 70% gelado. Apds a evaporacado do etanol a temperatura
ambiente por aproximadamente 15 min., o pellet de DNA foi redissolvido em 50 uyL de TE
(Tris.CI 1M; EDTA 0,5M - pH 7,6). A quantificacdo do DNA foi realizada pela
determinacao espectrofotométrica da concentracdo do DNA pela relacdo das
absorbancias a 260 e 280 nm (Rel 260/280).

Reacédo de Polimerase em Cadeia - PCR

Utilizamos a técnica de reacao de polimerase em cadeia (PCR) - seguida de digestao
com enzima de restricdo, como descrito anteriormente (21). Em resumo, DNA gendmico
(500ngq) foi utilizado para reagdo. O PCR foi realizado em um volume final de reagéao de
25-yl, contendo 0,5 pM de cada primer (5-AGACAGACATTAGCTCAGTA-3' e
5'GGCAAAGACCACGTCCATTC-3"), 200 pM de cada dNTP, 1X Tampido de PCR
fornecido pela Invitrogen Corp (10mM Tris-HCI, pH 8,8, 50 mM KCI), 2,5mM MgCl,, e
2.5Unidades DNA Tag polymerase (Biosystems, Curitiba, Brasil). As condigdes de PCR
foram as seguintes: pré-desnaturacdo a 94°C por 4 min, seguido por 35 ciclos de
desnaturagao a 94°C por 30 segundos, anelamento de primers a 61°C por 30 segundos e
sintese a 72°C por 1 min.

Digestdo do produto de PCR amplificado

O produto amplificado foi digerido durante 4 horas com a endonuclease Mspl a 37°C.
Utilizamos 5U de Mspl, 1X o tampao da enzima fornecido pelo fabricante (50mM NaCl,
10mM Tris-Cl, 10mM MgCl,, 10mM ditiotreiol, pH 7,9) (Biolabs, inc New England), para

digerir 5uL de produto de PCR, em um volume final de 10uL.
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Eletroforese e visualizagcao

Os fragmentos foram separados por eletroforese vertical em gel de poliacrilamida a 8%.
As condicdes de corrida foram: 300V, 50W e 20mA, por 2 a 3 horas. Utilizamos TBE como
liquido de corrida e tampao de amostra a base de azul de bromofenol, sacarose e glicerol
(0,25%, 40%, 40%). A visualizacao foi realizada com coloragéo pela prata. Em resumo, o
gel foi submetido a uma solugéo de fixacdo de DNA (1% de acido acético em uma solugao
de etanol a 10%) durante 10 min. Esta solugéo fixa o DNA ao gel de poliacrilamida; Em
seguida o gel foi submetido a uma solugdo aquosa de nitrato de prata (AgNOs3 0,2%)
durante 30 min. O nitrato de prata desta solucio fixa-se fortemente ao DNA. Apds este
periodo o gel foi lavado duas vezes com agua corrente para retirada do excesso da
solugcédo de prata. Em seguida o gel foi revelado com solugdo aquosa de hidroxido de
sédio com formaldeideo como catalisador (NaOH 3%, CHOH 1%). Esta solucdo reage
com o nitrato de prata precipitando a prata e formando nitrato de sédio e agua. Dessa
forma podemos visualizar as bandas de DNA com prata, uma vez que esta é rapidamente
oxidada pelo oxigénio atmosférico formando uma coloragédo fortemente escura. Os
individuos com gendtipo ALAD 1-1 apresentam somente uma banda de 582 pb; os com
gendtipo ALAD 1-2 apresentam fragmentos de 582 e 511 pb; individuos com genétipo
ALAD 2-2 apresentam apenas uma banda com tamanho de 511bp (veja figura 4).

Determinacao das concentracdes de chumbo no sangue total

A determinagao de chumbo em sangue total foi realizada conforme o método proposto
por Zhou e cols (59). Foi utilizado um espectrémetro de absor¢gdo atdmica marca Varian
modelo SpectrAA 220 com forno de grafite e plataforma integrada com aquecimento
transversal (THGA). Tubos de grafite THGA tipo “standard” foram utilizados. Todas as
medidas foram realizadas em 283.3 nm, usando lampada de descarga sem eletrodo

de chumbo, sistema EDL IlI, da Perkin-EImer como fonte de radiagdo e monocromador
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genotipos

Figura 4. Foto de um gel representativo de genotipagem para o polimorfismo G177C
da ALAD, obtido neste estudo. O produto de PCR foi digerido com enzima de restricao
(Mspl), produzindo diferentes fragmentos resultando a gendtipos especificos. Coluna
A: marcador de peso molecular padrédo (100bp DNA leader, Promega, Madson, WI).
Coluna B: produto de PCR né&o digerido, com 916pb. Colunas 1-1, 1-2, e 2-2:
gendtipos ALAD 1-1, ALAD 1-2, e ALAD 2-2, respectivamente.

com fenda para 0,7 nm. As medidas foram realizadas sempre em area de pico.
Resumidamente, 100 uL de cada amostra de sangue total foi diluida na proporcao de 1:10
em uma solugdo contendo 0,2 % v/v  HNO3; 0,5% de Triton X-100. Desta mistura
resultante, foram retirados 12 pL e imediatemente injetados no forno de grafite, com tubo
de grafite cuja plataforma havia sido previamente revestida com tungsténio e rédio (W -
Rh). A calibragao foi realizada utilizando solugdes aquosas de chumbo (acetato de

chumbo). O limite de detecgdo do método foi 0,07 ug/L.
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Determinacao das concentragdes de chumbo no plasma

A determinagdo de chumbo no plasma sanglineo foi realizada utilizando o método
proposto por Schutz e cols (41). Utilizamos um espectrdmetro de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) marca Perkin-ElImer modelo 6100. Resumidamente,
300 yL de plasma foram diluidos 1:10 com solugdo contendo aménia (0,04 mol/L),

NaEDTA (200 mg/L) e Triton X-100 (100 mg/L). O limite de detecgao foi de 0,001 ug/L.

Os niveis de ferro no plasma também foram determinados nas amostras dos
voluntarios, para verificacao de hemodlise. As amostras hemolisadas foram excluidas das

analises.

Reagentes e solugdes

Agua deionizada de alta pureza (resistividade 18,2 M Q.cm) obtida pelo sistema Milli-Q
(Millipore®) foi utilizada em todo o trabalho. Utilizamos &cido nitrico destilado em
temperatura inferior a de ebulicdo, empregando destilador de quartzo da Kurner
Analysentechnik para eliminagdo de impurezas. Todas as solu¢cdes foram armazenadas
em frascos de polietileno. Frascos de plastico, copos do autoamostrador e materiais de
vidro foram todos mergulhados em solugao contendo 20% v/v HNOg3 por 24 h, lavados 5
vezes com agua Milli-Q e secos em capela de fluxo laminar classe 100. Todas as
operagoes para preparo das solugdes de referéncia de chumbo foram realizadas em sala
limpa classe 10000, pertencente ao Centro de Energia Nuclear na Agricultura - USP
(CENA- Piracicaba/SP).

Foi utilizada uma solucédo estoque padrao de Pb contendo 1,0 gL'1 Pb (Perkin-Elmer,
Inc.) padronizada pela “National Institutes of Standards and Technology” (NIST).

Para a determinacdo de chumbo em sangue total, solugdes de referéncia de Pb em

concentracdes de 0,0; 25,0; 50,0 e 100,0 ng'1 Pb foram preparadas pela diluicdo 1+9
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com solugao contendo 0,2 % v/iv HNO3 + 0,5 % v/v Triton X-100 de solugdes estoque
intermediarias.

Para a determinacdo de chumbo em plasma sanglineo, solu¢des de referéncia de Pb
em concentragdes de 0,0; 25,0; 50,0 ng'1 Pb foram preparadas em solugcdo contendo
amonia, EDTA e Triton X-100. As amostras foram adicionados 1,0 mgL" ?*°Pb. A
quantidade de is6topos adicionada as amostras e o procedimento de medida foram
ajustados para prover resultados analiticos precisos, calculados pela razdo isotdpica

206ppy/ 208py,.

Materiais de referéncia para controle dos resultados de chumbo

Para a verificagdo da precisdo de nossos resultados, utilizamos padrbes de sangue
total provenientes da National Institute of Standards and Technology (NIST) nos Estados
Unidos e materiais de referéncia de sangue provenientes do Departamento de Saude
Publica do Estado de Nova lorque, nos Estados Unidos, contendo chumbo foram
analisados previamente e posteriormente a analise de um grupo de 10 amostras das
usadas no estudo, para controle dos resultados obtidos (NIST 955 whole blood Standard

Reference Material)

Materiais de referéncia de soro humano, provenientes da Seronorm (Seronorm Trace
Elements Serum, Oslo, Noruega) contendo chumbo foram analisados previamente e
posteriormente a andlise de um grupo de 10 amostras das usadas no estudo, para
controle dos resultados obtidos. Todas estas analises de chumbo foram realizadas em
colaboracdo com o Prof.° Dr. Fernando Barbosa Junior, da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (FCFRP-USP).
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Analise dos resultados

Equilibrio de Hardy-Weinberg

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado para a frequéncia de gendtipos com teste
de qui-quadrado, utilizando o software Bioestat 3.0 (60).

Analise estatistica

Devido a baixa frequéncia do gendtipo ALAD 2-2, nds dividimos os voluntarios em
apenas dois grupos: combinamos os gendtipos ALAD 1-2 e ALAD 2-2 (grupo ALAD 1-2/2-
2) e o grupo de gendtipo ALAD 1-1 (grupo ALAD 1-1) para as comparacgdes estatisticas.
Os grupos de gendtipos foram avaliados para diferengas entre as caracteristicas dos
individuos (Tabela 1), Pb-S, Pb-P e fracdo %Pb-P/Pb-S com o teste “T” (student’s t test)
utilizando o software GraphPad PRISM (GraphPad Prism, Software Inc., San Diego, CA,
USA). Todos os resultados sdo aqui apresentados como média + erro padrédo da média
(média + EPM). Foi considerado estatisticamente significativo o valor minimo de

probabilidade menor que 0,05 (p<0,05).
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5 — Resultados

O polimorfismo G177C da ALAD aumenta os niveis Pb-P e a fracdo %Pb-P/Pb-S

A tabela 1 apresenta as caracteristicas basicas dos voluntarios inclusos neste estudo.
A idade variou entre 18 e 60 anos, sendo 55 homens e 87 mulheres. Nenhuma diferenca
estatisticamente significativa foi encontrada na idade, parametros hematolégicos, pressao
arterial e status de fumo, entre os voluntarios do grupo de gendétipos ALAD 1-1 e ALAD 1-
2/2-2 (todos P>0,05).

Os 142 voluntarios inclusos na analise dos niveis Pb-P e da fracdao %Pb-P/Pb-S
apresentaram a seguinte distribuicdo de gendtipos: 114 com gendétipo ALAD 1-1 (80,29%),
27 com gendtipo ALAD 1-2 (19,01%) e somente um (01) individuo com genétipo ALAD 2-
2 (0,7%). Esta distribuicdo de gendtipos para o polimorfismo G177C da ALAD mostrou-se
em acordo com a lei de Hardy - Weinberg (P=0,.66) (tabela 2). As frequéncias alélicas
para ALAD1 e ALAD2 foram 0,897 e 0,103, respectivamente. Estes resultados sao
semelhantes aqueles anteriormente observados em outras populagdes estudadas para o

mesmo polimorfismo (13, 61, 62).

Tabela 1. Resultados do teste de equilibrio de Hardy - Weinberg.

Genétipo ALAD n (obs.) n (exp.) Teste qui quadrado
1-1 114 114,17
1-2 27 26,64 P=0,66
2-2 1 1,39

142
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Nenhuma diferenca estatistica também foi encontrada nos niveis de Pb-S entre ambos

os grupos (P>0,05; Tabela 1; Figura 5). Por outro lado, voluntarios do grupo ALAD 1-2/2-2

apresentaram altos niveis de Pb-P e %Pb-P/Pb-S quando comparados com voluntarios do

grupo ALAD 1-1 (ambos P<0,0001; Tabela 1; Figuras 6 e 7).

Tabela 2. Caracteristicas dos voluntarios participantes do estudo.

Total

ALAD 1-1

ALAD 1-2/2-2

Parametros (n=142) (n=114) (n=28) Valor de P*
Idade 36,2+0,9 35,71+1,0 38,50+2,9 NS
Hemoglobina (g/dL) 14,1+ 0,1 14,04 £1,2 14,28 £ 1,3 NS
Hemécias109/uL 4,7 +0,04 4,6 +£0.40 4,7 +0,50 NS
Hematécrito (%) 42 +0,3 42+4,0 42+ 4.4 NS
Pressdo sanguinea diastdlica (mm/Hg) 75+1,0 74+£1,2 79+1,9 NS
Pb-S (ug/L) 76,1+5,1 77,5+6,1 702+74 NS
Pb-P (ug/L) 0,55+ 0,04 0,44 + 0,05 0,89 + 0,07 <0,0001
Fracéo Pb-P/Pb-S (%) 0,67 £ 0,04 0,48 £ 0,02 1,45+ 0,10 <0,0001
Fumantes (%) 19,8 19,4 20,5 NS
Nao-fumantes (%) 80,2 80,6 79,5 NS

NS= n&o significante. *teste t. Dados sdo apresentados como médias + EPM
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Figura 5 — Niveis de chumbo no sangue total em individuos com genétipo ALAD 1-1 e
ALAD 1-2/2-2. As barras representam o valor da mediana. N.S. “teste t” (grupos de

gendtipos ALAD 1-1 versus ALAD 1-2/2-2).
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Figura 6 — Niveis de chumbo no plasma em individuos com gendétipo ALAD 1-1 e
ALAD 1-2/2-2. As barras representam o valor da mediana. * P < 0,0001 “teste t”

(grupos de gendtipos ALAD 1-1 versus ALAD 1-2/2-2).
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Figura 7 — Fragdo de Pb-P/Pb-S em individuos com gendtipo ALAD 1-1 e ALAD 1-
2/2-2. As barras representam o valor da mediana. * P < 0,0001 “teste t” (grupos de

genotipos ALAD 1-1 versus ALAD 1-2/2-2).
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6 — Discusséao

Considerando os dados atualmente disponiveis na literatura, este € o primeiro estudo
a demonstrar uma influéncia significativa do polimorfismo G177C da ALAD em individuos

expostos ambientalmente ao chumbo.

Neste estudo, nés n&o encontramos influéncias significantes do polimorfismo G177C
da ALAD nos niveis de Pb - S. Este resultado confirma estudos anteriores que nao
encontraram influéncias do polimorfismo da G177C da ALAD nos niveis de Pb-S (26, 27,
43). Entretanto, alguns estudos tém sugerido que individuos com o alelo variante ALAD2
podem ter niveis de Pb-S mais elevados do que aqueles com alelo ALAD1, resultando em

um aumento a suscetibilidade a toxicidade do chumbo (13, 21, 24, 63, 64).

Neste estudo, as concentragdes de Pb-S dos participantes do estudo estavam entre
10 e 428 ug/L, e a média foi de 76,1 £ 5,1 pg/L, valores estes que estao relativamente
abaixo dos niveis de referéncias atualmente aceito em varios paises que é de 100 pg/L,
assim refletindo uma baixa exposi¢cdo ao chumbo. Consequientemente, nossos resultados
apoiam a idéia que variantes genéticos da ALAD podem influenciar nos niveis de Pb-S
apenas em altos niveis de exposicao (27), quando os sitios de ligagdo da ALAD estao

saturados.

Embora o sangue total seja o fluido primariamente utilizado para o diagndstico de
exposicao ao chumbo, amplamente utilizado pela facilidade de coleta, muitos outros
biomarcadores tém sido propostos. Por exemplo, o nivel de Pb-P pode ser um indice mais
relevante para avaliar exposicao, distribuicdo e os riscos de saude associados ao
chumbo. Além disso, os efeitos téxicos do chumbo sao primariamente associados com
Pb-P, o qual reflete mais rapidamente a fragao liberada de chumbo na corrente sanguinea

(41). Baseando-se nas observagdes anteriores de que ALAD2 liga-se com maior afinidade
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ao chumbo do que ALAD1 (17), nés poderiamos esperar uma alta fragado %Pb-P/Pb-S no
grupo de gendtipos ALAD 1-1 quando comparado com o grupo ALAD 1-1/1-2. Entretanto,
nossos resultados ndao apdiam esta hipotese, pois neste estudo, nds encontramos uma
alta fracdo %Pb-P/Pb-S nos individuos ALAD 1-2/2-2. Uma possivel explicagéo para este
achado é que o polimorfismo G177C da ALAD pode alterar a troca de chumbo entre o
sangue e os 0ssos (43). Além disso, foi sugerido que o alelo ALAD2 diminui a captagao
de chumbo pela camada cortical dos ossos e aumenta a mobilizacdo de chumbo nos
ossos trabeculares, modificando significativamente a toxicinética do chumbo (43). Como o
Pb-P e a fracdo %Pb-P/Pb-S parecem depender da liberagdo do chumbo dos estoques
Osseos (8, 9, 46), é possivel que o aumento da mobilizagdo de chumbo nos ossos dos
voluntarios com alelo ALAD2 tenha aumentado os niveis de Pb-P bem como a fragao

%Pb-P/Pb-S nos individuos do grupo de gendtipo ALAD 1-2/2-2.

Por outro lado, uma série de estudos tém defendido que o alelo ALAD2 aumenta os
niveis de Pb-S. Por exemplo, um estudo realizado com 202 trabalhadores
ocupacionalmente expostos ao chumbo demonstrou que individuos que possuiam duas
copias do alelo variante ALAD2 apresentavam altos niveis de chumbo no sangue (Pb-S)
do que aquele individuos com alelo ALAD1 (24). Para investigar esta possibilidade, Astrin
e colaboradores (25) determinaram o gendtipo de mais de 1000 individuos expostos
ambientalmente ao chumbo. Estes pesquisadores encontraram niveis aumentados de
chumbo no sangue de heterozigotos e homozigoto para o alelo ALADZ2. Adicionalmente, a
presenca do alelo ALAD2 foi associado com 4 vezes maior capacidade de reter chumbo
no sangue em niveis acima de 30 ug/dL. Por outro lado, somente 8% dos individuos com
niveis de chumbo no sangue abaixo 30 ug/dL possuiam o alelo ALAD2. Estas evidéncias
confirmam a hipétese de que individuos que possuem o alelo ALAD2 apresentam niveis

aumentados de chumbo no sangue. Em um estudo subsequente, 202 trabalhadores e um
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grupo de 1278 de criangas ocupacionalmente expostos ao chumbo foram avaliados
quanto ao polimorfismo da ALAD e os niveis de chumbo no sangue (21). Individuos que
possuiam uma ou duas cépias do alelo ALAD2 (ALAD 1-2/2-2) apresentaram niveis de
chumbo no sangue entre 9 e 11 pg/dL mais altos que aqueles individuos homozigotos
para o alelo ALAD1 (ALAD 1-1). Este foi o primeiro grande estudo com uma evidéncia
significante demonstrando a forte associagao entre polimorfismo da ALAD e os niveis de
chumbo no sangue. Por outro lado, alguns estudos tém apontado mudangas nestas
conclusdes. Por exemplo, Smith e colaboradores realizaram um estudo com mais de 600
trabalhadores expostos ocupacionalmente a baixos niveis de chumbo (abaixo de 10
pg/dL). Em contraste direto com os estudos anteriormente citados, estes pesquisadores
nao encontraram diferengas significativas nos niveis de chumbo no sangue e 0ssos entre
individuos com alelo ALAD2 quando comparados com individuos com alelo ALAD1 (26).
Como citado anteriormente, estes pesquisadores acreditam que os efeitos de alelos
variantes da ALAD s6 tém um papel relevante quando outros sitios de ligagdo do chumbo
estao saturados. Consequentemente, a contribuicdo de variantes da ALAD no acumulo de
chumbo poderia ser observada somente com niveis altos de exposicdo (27).
Posteriormente, foi proposto por estes investigadores que a hemoglobina A1 poderia ser
um importante sitio de ligagdo do chumbo e que poderia influenciar no acumulo biolégico
de deste (28). Entretanto, um estudo de ligacdo de chumbo a proteinas revelou que a
ALAD apresenta alta afinidade pelo chumbo, enquanto nenhuma ligagédo de chumbo foi
observada com a hemoglobina (17, 29). Estes estudos parecem ignorar fortes evidéncias
demonstrando que a proteina ALAD é a mais importante para ligagdo do chumbo no
sangue. Além disso, um estudo de ligagdo do chumbo a proteinas mostrou 84% do
chumbo ligado a ALAD em voluntarios ALAD 2-2, enquanto 81% do chumbo estava ligado

a esta enzima em homozigotos ALAD 1-1 (17).
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Para determinar se o polimorfismo da ALAD pode influenciar na excre¢ao de chumbo,
Schwartz e colaboradores estudou trabalhadores expostos ocupacionalmente com a
concentragcdo média de 25 ug/dL (30). Os voluntarios receberam doses orais de um
quelante oral (DMSA) utilizado no tratamento de intoxicagao pelo chumbo. Os resultados
mostraram que homozigotos ALAD 2-2 excretaram menos chumbo na urina em resposta
ao tratamento com DMSA do que aqueles homozigotos ALAD 1-1 (30). E possivel que a
presenca do alelo ALAD2 aumente a retengdo de chumbo no sangue e diminua a
quantidade de chumbo quelado excretado. Assim, o tratamento com DMSA nao exerceria
grandes efeitos em individuos com alelo ALAD2. Outro estudo demonstrou que o genétipo
da ALAD também pode influenciar na funcao renal, o qual também pode afetar a excreg¢ao
do chumbo (31). Em trabalhadores expostos a baixos niveis de chumbo, efeitos
subclinicos nos rins foram mais evidentes em individuos heterozigotos (ALAD 1-2) do que
em homozigotos ALAD 1-1 (26). Estes resultados podem estar diretamente relacionados
com os niveis de Pb-P, pois estes estdo diretamente disponiveis para se difundir aos
orgaos-alvo. Os dados acima citados sugerem que o alelo ALAD2 pode aumentar o efeito

deletério promovidos pela exposi¢ao ao chumbo.

Em resumo, nds encontramos uma fragao %Pb-P/Pb-S aumentada em individuos com
alelo variante ALAD2 quando comparados com voluntarios com alelo ALAD1. Este estudo
fornece novas informagdes a respeito de um fator genético possivelmente envolvido na
suscetibilidade a toxicidade pelo chumbo. Embora neste estudo ndés nao tenhamos
avaliado as consequéncias clinicas da exposi¢gdo ao chumbo, uma implicagao clinica
importante de nossos resultados é que, provavelmente, voluntarios com gendtipo ALAD 1-
2/2-2 possuam o risco de saude aumentado associados com a exposi¢cao ao chumbo, nao

devido aos niveis de Pb-S, mas sim pelo aumento de Pb-P e na %Pb-P/Pb-S.
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7 — Conclusao

Os dados apresentados nesta dissertagdo nos permitem concluir que:

O polimorfismo G177C da ALAD influencia nos niveis Pb-P e a fragdo %Pb-P/Pb-S
de individuos ambientalmente expostos ao chumbo, uma vez que os voluntarios com
genotipo ALAD1-2/ALAD2-2 apresentaram niveis Pb-P e a fragcdo %Pb-P/Pb-S

aumentados, quando comparados com voluntarios de gendétipo ALAD1-1.
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Abstract Delta aminolevulinic acid dehydratase (ALAD)
plays an important role in lead poisoning. This study
was carried out to examine the effects of ALAD gene
polymorphism (G177C) on %Pb-P(plasma lead)/Pb-
B(whole blood) ratio in 142 subjects environmentally
exposed to lead. Genotypes for the ALAD G177C
polymorphism were determined by PCR and restriction
fragment length digestion. Pb-P and Pb-B were deter-
mined by inductively coupled plasma mass spectrometry
and by graphite furnace atomic absorption spectrome-
try, respectively. The allele frequencies for ALADI1 and
ALAD?2 alleles were 0.897 and 0.103, respectively. We
combined both ALAD 1-2 and ALAD 2-2 genotypes
together (ALAD 1-2/2-2 group) and compared with the
ALAD 1-1 genotype group. While no significant differ-
ences were found in Pb-B, subjects from the ALAD 1-2/
2-2 genotype group presented significantly higher Pb-P
concentrations and %Pb-P/Pb-B ratios (0.89+0.07 pg/l,
and 1.45+0.10%, respectively) when compared with
subjects from the ALAD 1-1 genotype group
(0.44£0.05 pg/l, and 0.48+0.02, respectively; both
P <0.0001). The higher %Pb-P/Pb-B ratios in carriers of
the ALAD-2 allele compared with noncarriers indicate
that ALAD 1-2/2-2 subjects are probably at increased
health risks associated with lead exposure.
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Introduction

Delta aminolevulinic acid dehydratase (ALAD) has
been widely acknowledged to play an important role in
the pathogenesis of lead poisoning (Bergdahl et al.
1997). The effects of lead on ALAD activity have be-
come a subject of much recent interest because ALAD is
involved in the synthesis of heme, and this enzyme is
strongly inhibited by lead, thus resulting in accumulated
aminolevulinic acid (ALA) in urine and plasma (Kelada
et al. 2001). Adding biological complexity to the
understanding of this interaction between lead and
ALAD, Battistuzzi et al. (1981) showed that human
ALAD is a polymorphic enzyme. Wetmur et al. (1991a)
showed that this polymorphism results from a G-to-C
transversion at position 177 (dbSNP ID: rs1800435) in
the coding region of ALAD gene, thus leading to two
alleles (ALADI1 and ALAD?2) and three isozyme phe-
notypes, designated ALAD 1-1, ALAD 1-2, and ALAD
2-2. While this G-to-C transversion results in the sub-
stitution of asparginine for lysine at residue 59, nearly
identical phenotypic enzyme activities were described for
the three isozyme phenotypes (Battistuzzi et al. 1981).
However, several studies have suggested that carriers of
the ALAD2 allele, which is less common than the
ALADI allele, would have higher blood lead concen-
trations than noncarriers, thereby increasing their sus-
ceptibility to lead toxicity (Astrin et al. 1987; Wetmur
et al. 1991b; Ziemsen et al. 1986). While these previous
findings suggest that this polymorphism may change
lead transport, metabolism, and/or distribution in the
body, it is not clear how this polymorphism affects lead
toxicokinetics. In fact, some authors suggest that
ALAD?2 binds lead more tightly than ALADI1, thus
leading to a stronger inactivation of ALAD, and in-
creased risk of lead toxicity in ALAD?2 carriers (Astrin



et al. 1987, Wetmur et al. 1991b). Conversely, other
groups suggest that the enhanced capacity of ALAD?2 to
bind lead may confer resistance to the harmful effects of
this metal because subjects with ALAD2 may have less
bioavailable lead due to more intense lead sequestration
by ALAD?2 polypeptide (Schwartz et al. 1995).

Models of lead kinetics typically assume a transport
chain running through whole blood, with plasma lead
concentration (Pb-P) governing lead distribution to the
various tissues of interest, including bone (Barbosa et al.
2005). Because plasma lead concentration reflects the
most rapidly exchangeable fraction of lead in the
bloodstream, many groups have recently focused on the
relationship between Pb-P with whole blood (Pb-B)
levels to monitor exposure to lead in different popula-
tions (Bergdahl et al. 1999; Hernandez-Avila et al. 1998;
Smith et al. 2002). While it is reasonable to assume that
toxic effects of lead are better associated with Pb-P or
with %Pb-P/Pb-B ratio than with Pb-B, previous studies
were usually limited to a small number of subjects, and
have not addressed other factors that might influence the
%Pb-P/Pb-B ratio, such as ALAD polymorphism.

The aim of the present study was to evaluate the
influence of ALAD G177C genetic polymorphism on
Pb-P and on %Pb-P/Pb-B ratio in a population envi-
ronmentally exposed to lead. We hypothesized that
ALAD genetic polymorphism could affect %Pb-P/Pb-B
ratio, which may provide valuable information on the
release of lead storage from the skeleton back to the
bloodstream.

Materials and methods
Materials

High purity de-ionized water (resistivity 18.2 m£2 cm)
obtained by a Milli-Q water purification system
(Millipore, Bedford, MA, USA) was used throughout.
All reagents used were high purity analytical grade. All
chemical solutions used for Pb determination were
stored in high-density polypropylene bottles. Whole
blood and plasma samples were stored in 2 ml tubes at
—80°C. All tubes, plastic bottles, autosampler cups, and
glassware materials were cleaned by soaking in 10% v/v
HNO; for 24 h, rinsing five times with Milli-Q water,
and dried in a class 100 laminar flow hood located inside
the class 10000 clean room.

Subjects

This study was approved by our institutional review
committee, and each subject provided written informed
consent. We studied 142 volunteers (55 men and 87
women), aged from 18 to 60, living in the city of Bauru,
State of Sao Paulo, Brazil. Most of them were envi-
ronmentally exposed to lead, from air and soil, during
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the running of a battery plant located near their work-
place. Although the battery plant was closed in 2002,
there is some evidence that part of this population is still
exposed, indoor or outdoor, due to constant deposition
of lead on soil and vegetation surrounding their houses.

Blood collection

Venous blood samples were collected from each volun-
teer after overnight (> 12 h) fasting in three separated
fractions of 6 ml: two evacuated tubes containing
lyophilized heparin (Vacuntainer BD, trace metals free)
for metal analysis, and one containing EDTA (Vacun-
tainer BD) for hematological evaluations and genotypes.
Before collection, the skin of the volunteer was cleaned
with alcohol and Milli-Q water. The first blood fraction
was used to determine the B-Pb content and the second
was used to plasma collection.

Blood samples were immediately centrifuged (800g
6 min) to separate plasma from whole blood, thus
avoiding transfer of lead from erythrocytes. Each plas-
ma fraction was then pipetted into two ultra-cleaned
eppendorf tubes (2 ml) and immediately frozen at
—80°C until used for analysis.

Measurement of blood and plasma lead concentrations

Whole blood samples were analyzed by graphite furnace
atomic absorption spectrometry (Varian SpectrAA 220)
following the method proposed by Zhou et al. (2002).
Briefly, 100 pl of blood samples were diluted 1:10 with a
solution containing 0.2% v/v HNOj3 0.5 Triton X-100.
Then, 12 pl of the resulting samples were delivered into
the graphite tube with graphite platforms previously
coated with W-Rh permanent modifier. Calibration was
performed against lead aqueous solutions. The method
detection limit is 0.07 pg/l. To evaluate the accuracy of
the results, NIST 955 whole blood Standard Reference
Material and Blood Reference Materials produced by
the New York State Department of Health as part of
their Interlaboratory Program of Proficiency Testing
were analyzed before and after ten ordinary samples.

Plasma samples were analyzed by inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS, Perkin Elmer 6100)
following the method proposed by Schutz et al. (1996)
with modifications (Barbosa et al. 2006). Briefly, 300 ul
of plasma were diluted 1:10 with a solution containing
ammonia (0.04 mol/l), ethylenediaminetetraacetic acid
disodium (Na,EDTA; 200 mg/l), and Triton X-100
(100 mg/l). The detection limit for lead was 0.001 pg/l.
Iron levels in plasma were also obtained by ICP-MS
from each sample to check for hemolysis. Hemolyzed
plasma samples were excluded from the final data.

To check the accuracy of the results, Serum Refer-
ence Materials produced by the New York State
Department of Health as part of their Interlaboratory
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Program for Proficiency Testing were analyzed before
and after ten ordinary samples.

Genotype determination for the ALAD polymorphism

An assay based on polymerase chain reaction (PCR)-
restriction fragment length polymorphism was used to
determine the genotype of the ALAD gene, as described
previously (Wetmur et al. 1991b). Briefly, genomic DNA
(500 ng) was used as template. PCR was performed in a
25-pl reaction volume containing 0.5 pM of each primer
(5-AGACAGACATTAGCTCAGTA-3 and
5’GGCAAAGACCACGTCCATTC-3"), 200 uM  of
each dNTP, 1x PCR buffer supplied by Invitrogen Corp
(10 mM Tris-HCI, pH 8.8, 50 mM KCI), 2.5 mM
MgCl,, and 2.5 U DNA Taq polymerase (Biosystems,
Curitiba, Brazil). The running conditions were prede-
naturation at 94°C for 4 min, followed by 35 cycles of
denaturation at 94°C for 30 s, annealing at 61°C for
30 s, and synthesis at 72°C for 1 min. Finally, extension
was conducted at 72°C for 4 min. The amplified prod-
ucts were digested overnight with Mspl at 37°C, and the
fragments were separated by electrophoresis in 8%
polyacrylamide gel, and visualized by silver staining.
Subjects with ALAD 1-1 genotype showed only a
582 bp fragment; subjects with ALAD 1-2 genotype
showed fragments of 582 and 511 bp; subjects with
ALAD 2-2 genotype showed only a 511 bp fragment.

Statistical analysis

The distribution of genotypes was assessed for deviation
from the Hardy—Weinberg equilibrium by using chi-
squared test. Because of the relatively low frequency of
the ALAD 2-2 genotype, we combined both ALAD 1-2
and ALAD 2-2 genotypes together (ALAD 1-2/2-2
group) and compared with the ALAD 2-2 genotype
group. The genotype groups were evaluated for differ-

ences in demographic data, Pb-B, Pb-P, and %Pb-P/
Pb-B ratio by Student’s ¢ test. Data were reported as the
mean £ SEM, and P <0.05 was considered significant
throughout.

Results

Our volunteers showed the following ALAD genotype
distribution: 114 subjects with ALAD 1-1 genotype
(80.29%), 27 with ALAD 1-2 genotype (19.01%), and
only one subject with ALAD 2-2 genotype (0.7%). This
distribution of genotypes for the ALAD polymorphism
showed no deviation from Hardy—Weinberg equilibrium
(P=0.66). In addition, the allele frequencies for ALADI1
and ALAD?2 alleles were 0.897 and 0.103, respectively.
These results are similar to those previously reported in
other populations (Astrin et al. 1987; Kelada et al. 2001;
Suzen et al. 2003).

Table 1 summarizes the basic characteristics of the
study subjects. There were no significant differences in
age, hematological parameters, arterial blood pressure,
smoking status, and mean Pb-B (Fig. 1a) between the
genotype groups (all P>0.05). However, subjects from
the ALAD 1-2/2-2 genotype group presented signifi-
cantly higher Pb-P concentrations and %Pb-P/Pb-B
ratios (0.89+£0.07 pg/l, and 1.45+0.10%, respectively)
when compared with subjects from the ALAD 1-1
genotype group (0.44+0.05 pg/l, and 0.48+0.02,
respectively; both P <0.0001; Table 1 and Fig. 1b, c).

Discussion

To our knowledge, this is the first study describing sig-
nificant effects of the ALAD G177C polymorphism on
%Pb-P/Pb-B ratio in a large population environmen-
tally exposed to lead.

In the present study, we found that the ALAD G177C
polymorphism did not affect Pb-B concentrations. While

Table 1 Characteristics of

study participants Variable Total ALAD 1-1 ALAD 1-2/2-2 P value*
(n=142) (n=114) (n=28)
Age (years) 36.2+0.9 35.7+£1.0 38.5+2.9 NS
Hemoglobin 14.1£0.1 14.0+£1.2 143+1.3 NS
(g/dl)
Red blood cells 4.7£0.0 46+04 4.7+0.5 NS
(x10° per pl)
Hematocrit (%) 42403 42+4.0 42+4.4 NS
Diastolic blood 75+£1.0 74+1.2 79+1.9 NS
pressure (mmHg)
Pb-B (ug/l) 76.1£5.1 77.5+6.1 70.1+£74 NS
Pb-P (ug/l) 0.55+0.04 0.44£0.05 0.89+£0.07 <0.0001
Pb-P/Pb-B 0.67+0.04 0.48+0.02 1.45+0.10 <0.0001
ratio (%)
Never smoker 80.2 80.6 79.5 NS
o (%)
NS nonsignificant Current smoker 19.3 19.4 20.5 NS
*t test. Data are reported as the (94

mean + SEM
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this result confirms previous findings showing no effects
of the ALAD G177C polymorphism on Pb-B concen-
trations (Hu et al. 2001; Schwartz et al. 1995; Smith et al
1995), other studies have suggested that carriers of the
ALAD-2 allele would have higher Pb-B concentrations
than noncarriers, thereby increasing their susceptibility
to lead toxicity (Astrin et al. 1987; Perez-Bravo et al.
2004; Shen et al. 2001; Wetmur et al. 1991b; Ziemsen
et al. 1986). In the present study, Pb-B concentrations
varied from 10 to 428 pg/l, and the mean Pb-B
was 76.1+5.1 pg/l, which is barely below the normal
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reference level currently set at 100 pg/l, thus reflecting a
relatively low exposure to lead. Therefore, our results
support the notion that ALAD variants would signifi-
cantly affect Pb-B only at high exposure levels, when
other lead binding sites have been saturated (Schwartz
et al. 1995).

Importantly, while whole blood has been the pri-
mary fluid to diagnose lead exposure, largely because
blood lead sampling is recognized as a relatively easy
procedure, many other biomarkers of internal dose for
lead have been proposed. For example, Pb-P may be a
more relevant index of exposure, distribution, and
health risks associated with lead. Indeed, the toxic ef-
fects of lead are primarily associated with Pb-P, which
reflects the most rapidly exchangeable fraction of lead
in the bloodstream (Schutz et al. 1996). Based on
previous observations that lead binds to ALAD-2 more
tightly than to ALAD-1 (Bergdahl et al. 1997), we
would expect higher %Pb-P/Pb-B ratios in ALAD 1-1
than in ALAD 1-2/2-2 genotype group. Interestingly,
our results do not support this idea because we found
higher %Pb-P/Pb-B ratios in ALAD 1-2/2-2 subjects.
One possible explanation for this finding is that ALAD
G177C polymorphism may alter the exchange of lead
between blood and bone (Hu et al. 2001). Indeed, the
ALAD-2 allele was suggested to decrease lead uptake
into cortical bone and to increase the mobilization of
lead from trabecular bone, thereby significantly modi-
fying lead kinetics (Hu et al. 2001). Because Pb-P and
%Pb-P/Pb-B ratio have been shown to depend on the
release of lead from bone (Barbosa et al. 2005; Cake
et al. 1996; Hernandez-Avila et al. 1998), it is possible
that an enhanced mobilization of lead from bone in
ALAD-2 carriers may have increased Pb-P and %Pb-
P/Pb-B ratios in subjects from the ALAD 1-2/2-2
genotype group in the present study. Giving further
support to our findings, Fleming et al. (1998) have
previously shown that elevated serum lead levels in 70
lead smelter workers expressing the ALAD-2 allele.
These findings were associated with decreased transfer
of blood lead into bone in carriers of the ALAD-2
allele, and strongly suggest that the ALAD G177C
genetic polymorphism affect lead metabolism and lead
delivery to target organs (Fleming et al. 1998).

In conclusion, we found higher %Pb-P/Pb-B ratios in
carriers of the ALAD-2 allele compared with noncarri-
ers. The present study provides new information
regarding a genetic factor possibly involved in the dif-
ferential susceptibility to lead toxicity. Although we
have not assessed the clinical consequences of lead
exposure in the present study, a major implication of our
findings is that ALAD 1-2/2-2 subjects are probably at
increased health risks associated with lead exposure.
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1. Termo de consentimento livre e esclarecido.

2. Documento de aprovacao do comité de ética em pesquisa.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Projeto: “Importancia de fatores genéticos na intoxicacdo ambiental pelo

chumbo”

Responsaveis:
- Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos (FMRP-USP) — CREMESP 84.966
- Prof.a Dra. Marilia Buzalaf (FOB-USP)
- Dr. Fernando Barbosa Junior

Eu, ,
abaixo assinado, declaro que em / / fui devidamente informado em
detalhes pelo pesquisador responsavel no que diz respeito ao objetivo da pesquisa,
aos procedimentos que serei submetido, aos riscos e beneficios, a forma de
ressarcimento no caso de eventuais despesas, bem como a indenizagao quanto por
danos decorrentes da pesquisa. Declaro que tenho pleno conhecimento dos direitos e
das condi¢des que me foram asseguradas, a seguir relacionados:

1) Este projeto pretende basicamente estudar alguns marcadores genéticos e bioquimicos que
possam modificar as concentragdes de chumbo no seu sangue, bem como produzir algumas
alteragbes bioquimicas no seu organismo. Isto podera nos auxiliar no entendimento de como a
intoxicacdo ambiental por chumbo afeta as diversas fungbes no nosso organismo. Detalhando,
pretendemos estudar uma série de tais marcadores bioquimicos no seu plasma (a parte liquida do
seu sangue), bem como alguns marcadores genéticos, determinados a partir da extracdo de DNA
dos seus glébulos brancos (leucdcitos) do seu sangue.

Assim, estudaremos marcadores bioquimicos no seu plasma tais como a atividade de enzimas
chamadas de metaloproteinases, as concentragdes de nitritos e nitratos, homocisteina, radicais
livres, além de quantificarmos as concentragdes de chumbo no seu sangue total e no seu plasma.

Dentre os genes que pretendemos estudar, incluimos os genes que podem afetar as
concentracdes de chumbo no seu organismo, tais como o gene para o receptor da vitamina D, o
gene da enzima chama delta-ala (desidrogenase do acido amino-levulinico), bem como os genes
de enzimas que podem ser afetadas pelo chumbo (os nomes destes enzimas sao: sintetases do
oxido nitrico, as metaloproteinases, superoxido dismutases, glutationa peroxidases, NADPH
oxidases, ligase glutamato-cisteina, metilenotetrahidrofolato redutase). A intoxicacdo por chumbo
pode afetar estas enzimas que sio responsaveis pelo controle das substancias mencionadas
acima.

2) Sua participacao neste estudo sera:

Serao retirados, no maximo, 20 mL do seu sangue, coletados por pung¢ao venosa utilizando
técnica adequada. Este sangue sera utilizado para realizar todas os estudos bioquimicos e
genéticos mencionados acima. Com isto, encerra-se a sua participacao neste estudo.

3) Vocé tera direito a ressarcimento financeiro caso haja gastos gerados exclusivamente
pela sua participagdo como voluntario desta pesquisa.
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4) Caso haja dano comprovadamente decorrente da pesquisa vocé tera direito a
indenizacéo.

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

6) Qualquer dado que possa ser publicado posteriormente em revistas cientificas, nao revelara a
sua identidade. Entretanto, 6rgaos governamentais ligados a saude podem solicitar informacgdes a
respeito da pesquisa e identidade dos voluntarios nela envolvidos.

7) Vocé pode retirar o seu consentimento para participar deste estudo a qualquer momento,
inclusive sem justificativas e sem qualquer prejuizo para voceé.

8) Vocé tera a garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de qualquer
duvida a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e de outras situagdes relacionadas com a
pesquisa e o tratamento a que sera submetido. Qualquer questao a respeito do estudo ou de sua
saude deve ser dirigida a Dra. Marilia Buzalaf (telefone 014-3235-8346) do Departamento de
Bioguimica da Faculdade de Odontologia de Bauru (FOB), ou ao Prof. Dr. José Eduardo Tanus
dos Santos (telefone 016-602-3163), do Departamento de Farmacologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP), ou ao Dr. Fernando Barbosa Junior (telefone 016-602-3163),
do Departamento de Farmacologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto (FMRP). O
telefone do Comité de Etica em Pesquisa da FMRP é 016-602-2228.

Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condi¢ées que me foram
apresentadas e que, livremente, manifesto a minha vontade de participar do referido
projeto.

Bauru , de de

Assinatura do voluntario Assinatura do investigador/testemunha
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