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RESUMO

Guerra, C.S. Utilizacao de plateau na concentracao de chumbo no esmalte
deciduo permite identificar criancas contaminadas. [dissertacdo] Ribeirdo
Preto (SP): Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto - Universidade de Sao Paulo;
2007.

O chumbo acumula-se nos tecidos dentais. Ele é encontrado em altas
concentracoes na superficie do esmalte, sendo que seu gradiente de concentragao foi
descrito nos dentes permanentes, com concentracoes de chumbo no esmalte que
decrescem no sentido da superficie em direcao a juncdo amelo-dentinaria. O acimulo
desse metal na superficie de esmalte de dentes deciduos foi bem caracterizado
recentemente em nosso estudo (1,9 a 6,1 ug/g de esmalte) em dentes de criangcas
residentes em uma regiao marcadamente contaminada e de criancas de uma regiao
supostamente nao contaminada. O objetivo desse trabalho foi analisar os dados
desse estudo prévio para observar se o acimulo de chumbo na superficie do esmalte
é diferente em dentes de areas notoriamente contaminadas em comparacao com
areas com niveis de contaminacdo desconhecidos. Os dados utilizados foram obtidos
por meio de microbidpsias de ataque acido de superficies de esmalte coletadas in
vivo de incisivos deciduos superiores. A concentragao de chumbo foi determinada por
espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite (GFAAS) e o fosforo foi
dosado colorimetricamente para determinacao da profundidade de bidpsia. Amostras

de ambas regides foram estratificadas em categorias por profundidade de bidpsia,
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sendo que as profundidades das bidpsias nao foram diferentes em regides
contaminadas em comparagdao com areas nao contaminadas. Depois da estratificagao
dos dados de acordo com as profundidades das bidpsias, as criancas foram
agrupadas de acordo com os niveis de chumbo nas biopsias de esmalte. Utilizando
essa categorizacdao, a porcentagem de criangas com niveis maiores ou menores que
600 pg/g de esmalte foi observada em cada regido. Foi feito analise com e sem os
dados das biopsias mais superficiais. Compararam-se os dados do grafico com essa
informacao na mediana dos conteldos de chumbo para cada regido. Os dados
revelaram a existéncia de um plateau na incorporacdao de chumbo na superficie de
esmalte de dentes deciduos expostos a contaminacao, que pode ser detectado nos
primeiros 6 um de esmalte (de acordo com nossos dados), que é independente da
profundidade da camada mais externa, e pode ser utilizado para informacgao geral da
populagao. Esses dados sao aparentemente mais consistentes que a mediana das
concentracdes de chumbo, pois estes, por sua vez, revelam a porcentagem de

criangas expostas a altos niveis de chumbo.

Palavras-chave: Biopsia de esmalte, dente deciduo, contaminacdo por chumbo,

marcador toxicoldgico, meio ambiente.
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ABSTRACT

Guerra, C.S. Use of plateau in the lead concentration in the deciduous
enamel allows to identify contaminated children. [dissertation]. Ribeirao Preto

(SP): Faculdade de Odontologia de Ribeirao Preto - Universidade de Sao Paulo; 2007.

Lead accumulates in dental tissues. Lead is found in higher levels in surface enamel,
and a gradient has been described in permanent teeth, with lead levels steadily
decreasing from surface to inner enamel. Lead accumulation on surface deciduous
enamel has not been well characterized so far. In a previous study we described how
lead accumulates in superficial deciduous enamel (1.9 to 6.1 pm) in teeth from
children living in a region known for environmental lead contamination and from
children living in a non-contaminated area. The purpose of this study was to further
analyze data from our previous study to observe whether lead accumulation in
surface enamel is different in teeth from heavy-contaminated areas in comparison to
teeth from areas not known for lead contamination. Data used derived from enamel
surface acid-etch microbiopsies sampled /n vivo from one upper deciduous incisor.
Lead was determined by graphite furnace atomic absorption spectrometry (GFAAS)
and phosphorus was determined collorimetrically to determine biopsy depth. Samples
from both regions were stratified in categories of close biopsy depths based on biopsy
depth quartiles, and biopsy depths were not different in the contaminated region in
comparison to the not contaminated one. After stratification of data according to
biopsy depth, children were further grouped according to lead levels in enamel

biopsies. Using this categorization, the percentage of children having more or less
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lead than 600 pg/g in surface enamel was observed in each location. We also did this
analysis with and without the data from the shallowest biopsies. We further
compared the graphs data with the information on median lead contents for each
location. Our results support the existence of a p/ateau in the incorporation of lead in
the surface of enamel, which can be detected in the first 6 um of enamel (according
to our data), which is independent of depth in this outer layer, and can be used to
generate information on a population. This data is apparently more robust than
median lead levels, since it revels the percentage of children exposed to high lead

levels.

Key-words: Enamel biopsy, deciduous teeth, lead contamination, toxicological

marker, environment.
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1 INTRODUGAO

1.1 Pb: um problema de saide publica

1.1.1 Efeitos adversos do chumbo na saude humana

Ha muitas décadas, a contaminacao ambiental por meio de metais pesados tornou-se
um grande problema em muitos paises. A exposicdo humana a alguns elementos pode
causar efeitos adversos na saude (Clarkson, 1992) e criancas estao particularmente
expostas ao risco de contaminagao. Existem alguns metais pesados, como o zinco, por
exemplo, que sao essenciais em diversas fungdes no corpo humano, sendo que suas
deficiéncias podem ser prejudiciais a saude. Por outro lado, o chumbo nao apresenta
fungodes fisioldgicas conhecidas e é tdxico mesmo em baixas concentracdes (Needleman et
al., 1972, 1975, 1979; Gurer & Ercal, 2000).

O chumbo é um metal toxico, insipido, inodoro e maleavel. Os minerais constituidos
por tal metal mais comuns sao a galena, que é o sulfeto de chumbo; a cerusita, que é o
carbonato de chumbo branco; e a anglesita, que é o sulfeto de chumbo transparente
(Klaassen e Curtis, 1991).

A absorgao do chumbo pelo organismo humano acontece por meio da inalagao de
particulas do metal, por via digestiva e/ou absor¢cdao dérmica de produtos organicos do
chumbo tetraetila e acetato de chumbo (Goyer e Clarkson, 2001). O chumbo quando
inalado é completamente absorvido, ja quando ocorre absorcao gastrointestinal, a
porcentagem de absorcao é particularizada, em se tratando de adultos e criangas.

Enquanto os individuos adultos absorvem em torno de 10 a 15%, e armazenam cerca
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de 5% do que é absorvido, as criancas absorvem cerca de 41,5% e retém 38,1%
(Ziegler et al., 1978). Em condigdes sistémicas alteradas, como em casos de alteragcdes
de ferro, calcio e zinco, a absorcdo é aumentada (Freitas, 2001).

Depois que o chumbo entra no organismo, pode seguir diversos vias; conforme
sua fonte, e extensao; dependendo de sua biodisponibilidade. A fracao do chumbo que
é absorvida depende principalmente da sua forma fisica e quimica, particularmente do
tamanho da particula e a solubilidade do componente especifico (National Research
Council 1993; Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR), 1999). Um
dos mais recentes estudos sobre toxicocinética do chumbo, relata que uma vez
absorvido no sangue, sua meia vida em adultos fica em torno de 40 dias (Rabinowitz et
al., 1976) ao passo que em criancas € mulheres gravidas o tempo é muito maior, devido
a intensa remodelagao dssea (Gulson et al., 1996; Manton et al., 2000).

Apds sua absorcdo, o chumbo passa a ser distribuido por todo o organismo,
através da corrente sanguinea. A maior parte dele, cerca de 95%, se liga aos eritrocitos
e pode se depositar nos tecidos moles ou duros, ou ainda ser excretado (Rabinowitz,
1990). O restante, cerca de 5%, permanece no plasma, no qual se liga a albumina e
alpha-albumina, difundindo-se para os tecidos alvo, principalmente para o sistema
nervoso (Needleman et al., 1979).

A exposicao ao chumbo pode significar risco de morte e dentre os seus efeitos
conhecidos na salde estdo incluidos problemas no metabolismo de vitamina D,
nefropatias, hipertensao (Haavikko et al., 1984; Needleman e Bellinger, 1991; Goyer e

Clarkson, 2001). Os efeitos no sistema nervoso central e periférico sdo os mais
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importantes e merecem atencao especial (Bellinger, 2004). A contaminagao pelo
chumbo pode levar a prejuizos no desenvolvimento neurofisiologico e
neurocomportamental das criancas, hiperatividade, diminuicao do aprendizado e das
funcdes do sistema cognitivo e ainda, diminuicao da audicao (Needleman et al., 1979;
Frank et al., 1990). Para um mesmo nivel de chumbo no sangue, os efeitos deletérios
sdo mais severos em criangas, pois eles interferem em drgaos e sistemas ainda em

desenvolvimento (Needleman e Bellinger, 1991; Cicuttini et al., 1994; Wigg, 2001).

1.1.2 Histérico de algumas contaminagoes ambientais pelo chumbo

Ha relatos de exposicao ao chumbo que datam de 4000 a.C, época em que as
mulheres usavam maquiagem a base de cerusita e, desde entdo, existem evidéncias de
criangas que morreram contaminadas por pd do metal, a partir do contato com suas
maes. Existem paises que ainda utilizam minerais que contém chumbo para fabricacao
de produtos de beleza (Vannoccio, 1966).

A histdria da escrita também esta ligada ao chumbo. Antigos Farads e reis assirios
escreviam mensagens em pedacos de chumbo e ancestrais chineses escreviam em
bambu com tinta de chumbo branco (Xenophon, 1968).

Hipdcrates, em 500 a.C., descreveu cdlicas severas em trabalhadores de extragao
de metais. Em 200 a.C estima-se que 75% do chumbo de Roma era subproduto da
mineracao da prata, e em 50 a.C, a demanda da Republica Romana era muito grande e

praticamente todo o metal advindo da mineracao da prata era consumido. Nesse tempo,
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o chumbo tornou-se parte intrinseca da vida dos romanos, sendo utilizado como
material indispensavel para a populacdo civilizada; uma descoberta para engenharia
civil. Este metal passou a fazer parte de encanamentos e soldas e devido a sua alta
densidade, também era utilizado pelos gregos para confeccionar projéteis (Patterson,
1988).

O chumbo também teve relacdo direta com a producdo de vinhos. Vinicultores por
toda a Europa empregavam tal metal em cada estagio da producdo do vinho utilizando-
o com finalidade de armazenamento. Gradualmente, a experiéncia e a experimentagao
induziram a alteragao intencional dos vinhos. Os vinicultores descobriram que o chumbo
poderia retardar a fermentagao. Os vinhos armazenados na presenga do metal duravam
mais tempo e possuiam um gosto mais suave do que aqueles armazenados na sua
auséncia (Nriago, 1968).

Historiadores de arte estao examinando biografias de pintores para evidenciar que
a tendéncia de associar "genialidade, loucura e melancolia" pode ser consolidada no
amplo uso de pigmentos contendo chumbo através dos séculos. Em 1713, o médico
Bernardino Ramazzini publicou suas suspeitas que Corregio e Rafael foram igualmente
vitimas da contaminacdo pelo metal (Nicander, 1966).

O chumbo também era usado para outras atividades, tal como a pintura de
ceramicas, e, ainda hoje, continua utilizado por todo o mundo com este propdsito. A
contaminagdo pelo uso de ceramicas pintadas a base deste metal e utensilios
esmaltados com compostos de chumbo para preparacao de alimentos tem sido

documentada desde a Antiglidade (Nriago, 1968).
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1.1.3 Fontes de contaminacao pelo chumbo no Brasil

A literatura cientifica brasileira, no que diz respeito aos efeitos adversos do
chumbo na salde da populagdo, é escassa. Apenas no final do século XX surgiram os
primeiros trabalhos sobre contaminacao pelo metal (Franco-Neto et al., 2003). Os
efeitos adversos do chumbo na populacdo, especialmente em criangas, comegaram a ser
uma preocupac¢ao em saude publica apenas na década de 80, apds estudos realizados
por um grupo multidisciplinar de pesquisadores brasileiros do estado da Bahia, os quais
avaliaram criangas residentes nas proximidades de uma refinaria de chumbo, em Santo
Amaro da Purificacao, BA (Carvalho et al., 1984, 1985).

Muitos fatores podem influenciar os niveis de chumbo na populagdo, como idade,
género, grupo étnico, alimentagdo, consumo de alcool, fumo e local de habitacdo. Além
disso, as fontes de contaminacao podem modificar-se com freqiiéncia, e pode alterar a
localizacdo e intensidade ao longo do tempo, o que faz com que os valores referenciais
sejam alterados (Gerhardsson et al., 1996).

Atualmente as principais fontes de contaminagao se devem, principalmente, ao uso
do metal para producdo e reciclagem de alguns tipos de baterias e placas elétricas.
Outras fontes de contaminagao incluem a producao de municao; a manufatura da
borracha; soldas e materiais de revestimento na industria automotiva; sua utilizagao
como ingrediente nas tintas, vitrificados, esmaltes e vidros; nos pigmentos e inseticidas.
Algumas fontes de liberacdo do metal no ar incluem a queima de combustivel, tais como

carvao ou 6leo; processos industriais, e queima de lixo. A fonte de chumbo na poeira e
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solo inclui as particulas que caem do ar ou trazidas pelo vento, e o desgaste e raspagem
das tintas que possuem chumbo dos prédios e outras estruturas (Goyer e Clarkson,
2001).

A industria brasileira produtora de chumbo produz cerca de 0,003% da producao
mundial, sendo que nos ultimos anos, esse quadro tem sofrido um declinio significante.
Atualmente, os principais consumidores de chumbo no pais sdo os fabricantes de
baterias (80%), seguido por éxidos e pigmentos (12%) e setores elétricos e eletronicos
(8%) (Brasil, 2001).

A contaminagdo por chumbo tem mostrado valores diminuidos em varios paises e
isso se deve a adocao de medidas de controle ou proibicdo da adicao deste metal como

aditivo na gasolina (Paoliello e De Capitani, 2006).

1.2 Biomarcadores de exposicao ao chumbo

A avaliacdo da exposicdo aos agentes quimicos constitui um importante aspecto
para a saude publica, tendo em vista a possibilidade de se prevenir ou minimizar a
incidéncia de mortes ou doengas decorrentes da interacao das substancias quimicas
com o organismo humano (Amorim, 2003)

Os estudos dos efeitos das substancias quimicas sobre a satde possibilitam avaliar
o risco da populacao exposta e constitui o primeiro passo na fixacgao de normas

ambientais para um contaminador quimico presente em um meio. E para isso é
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importante conhecer a solidez e as limitagdes dos dados toxicoldgicos, assim como as
informacgdes disponiveis provenientes destes estudos (Amorin, 2003).

Os biomarcadores indicam a exposicao individual ao chumbo e sua concentracao
pode refletir a histdria de exposicao passada ou recente. Inimeros biomarcadores para
chumbo ja foram citados na literatura, dentre os quais, sangue, plasma, 0sso, saliva,
cabelo, unha, urina, fezes, dentes, porém cada um deles tem validade variavel e revela

uma situacao especifica (Barbosa et al., 2005).

1.2.1 Chumbo no sangue e no plasma

Durante as Ultimas cinco décadas, o sangue total tem sido o principal fluido
bioldgico utilizado para andlise da exposicdo ao chumbo (Rabinowitz, 1995). A
concentracao deste metal no sangue dura em média 30-40 dias, podendo ocorrer um
declinio se o individuo ndo for exposto a novas fontes de contaminagao (Altshuller et al.,
1962; Attramadal e Jonsen, 1976; Brudevold et al., 1977; Needleman et al., 1979;
Haavikko et al., 1984; Rabinowitz, 1990, Hu et al., 1998, Ericson, 2001). Isso se deve
ao fato do chumbo ser distribuido para os diferentes tecidos do organismo,
principalmente os mineralizados, pois o chumbo se comporta de forma muito
semelhante ao calcio (Stewart, 1974). Caso a exposicao cesse ou diminua, o mineral
depositado nos tecidos 0sseos passa a ser liberado na corrente sanguinea. Desta forma,
a porcentagem de chumbo proveniente de exposicao passada na corrente sanguinea

aumenta até que todo o estoque nos tecidos dsseos se esgote (Gwiazda et al., 2005).
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Existe uma constante troca de chumbo entre o sangue e 0 0sso, e a concentragao
de chumbo no sangue corresponde cerca de 5% do “body burden” total (Rabinowitz,
1998).

De um ponto de vista fisioldgico, o chumbo no plasma representa o indice mais
relevante de exposicdo, distribuicdo e risco a salde, se comparado com o chumbo no
sangue total, pois a fracdo plasmatica estd em continuidade com o liquido intersticial
dos tecidos (Barbosa et al., 2005). Existem varios relatos de chumbo no plasma em que
a validacao dos dados é fraca ou ausente. Isso porque ndo ha um material de referéncia
certificado para este metal no plasma (Cake et al., 1996).

Embora agéncias de salde e de controle ambiental recomendem limites maximos
de exposicao ao chumbo, a Secretaria de Seguranca e Saude no Trabalho tem como
valor referéncia de normalidade (VR) o nivel sanguineo de chumbo de 40 ug/dL, e como
indice Bioldgico Maximo Permitido (IBMP) o nivel de 60 ug/dL (Manual de Legislacdo
Atlas:Seguranca e Medicina no Trabalho, 1997). Estes niveis estdo bem acima daquele
estabelecido pela Organizagao Mundial da Saude de 20 pg/dL como limite maximo para
a populacdo adulta. No caso das criancas, que sao mais susceptiveis aos efeitos do
chumbo, este limite é de 10 pg/dL (World Health Organization: Regional Office for

Europe: air quality guidelines, 1986).
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1.2.2 Chumbo na saliva

A saliva tem sido proposta como biomarcador devido alguns fatores como, por
exemplo, a facilidade da sua coleta (Silbergeld, 1993). No entanto, a saliva apresenta
grande variacao na sua concentragao de ions ao longo do dia, associado a mudangas de
seu fluxo antes, durante e apds as refeicOes. As variacbes também dependem da
maneira na qual a saliva é coletada, se estimulada (ou ndo) e o nivel nutricional e
hormonal de cada individuo (Barbosa et al., 2005).

Tem-se sugerido que o chumbo na saliva é a excrecao direta da fracao do metal
no plasma difusivel (a fragdo ndo ligada a proteinas) (Omokhodion e Crockford, 1991).
Apesar das associacOes relatadas na literatura, a concentracao de chumbo na saliva
varia entre alguns estudos. Dados recentes sugerem niveis de chumbo muito baixos na
saliva , em sujeitos expostos e nao expostos. De acordo com Wilhelm et al. (2002) a
concentracao de chumbo na saliva de criancas ndo expostas é geralmente < 0,15
Hg/dL.

Falta de padronizagdo ou material de referéncia certificado e auséncia de valores
de referéncia confidveis para a populacao humana sao os maiores fatores que limitam a

utilizagdao das medidas de chumbo na saliva (Barbosa et al., 2005).
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1.2.3 Chumbo nos tecidos mineralizados

1.2.3.1 Osso

O o0sso, assim como o sangue, também pode ser utilizado como biomarcador,
porém, devido ao processo de remodelacdo dssea, a concentracao encontrada deve ser
correlacionada com a intensidade e periodo de exposicao a esse metal (Hu et al., 1998).
Outra desvantagem seria a necessidade de procedimentos invasivos para obtencao
desses dados. Recentemente procedimentos ndo invasivos, porém de elevado custo,
como fluorescéncia de raio X tém se mostrado promissores quando se trata da
determinacao da concentragao de chumbo (Hu et al., 1998; Todd et al., 2000).

O chumbo no sangue é incorporado em tecidos calcificados como ossos e dentes,
e pode permanecer por anos (Rabinowitz 1991; O Flaherty, 1995). De acordo com
Rabinowitz 1991, a meia vida do chumbo no osso pode durar de 10 a 30 anos. O
estoque de chumbo nos tecidos calcificados depende do furnover que acontece no
tecido, e esse processo, por sua vez, vai depender do tipo de 0sso, que pode ser
compacto (baixo turnover) ou trabecular (alto turnover) (O Flaherty, 1995). Rabinowitz
(1989) calculou a capacidade de turnover no 0sso compacto, que é aproximadamente
2% por ano e no 0sso esponjoso ou trabecular, que é em torno de 8%.

Diferencas fisiolégicas entre criangas e adultos aumentam a susceptibilidade das
criancas aos efeitos deletérios: nos adultos 94% do “body burden” de chumbo é
armazenado nos ossos e dentes, sendo que essa propor¢ao é apenas de 70% em

criancas (Barry 1981). Além disso, o crescimento continuo de criangas implica constante
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remodelagdo dssea, por causa do desenvolvimento esquelético (O “Flaherty, 1995). Tal
fato contribui para um estado em que o chumbo no osso é continuamente liberado no
compartimento sangiiineo, um processo descrito como contaminacdo enddgena (Gulson
et al., 1996). Esse processo é particularmente significante em se tratando de mulheres
gravidas porque a gravidez causa um aumento da remodelagdo d6ssea (Rust et al.,

1999).

1.2.3.2 Dentina

Hebert Needleman foi um dos pioneiros a estudar os efeitos do chumbo na salde
das criancas. Em 1970, ele realizou um estudo a fim de documentar os efeitos da
exposicao ao chumbo no desenvolvimento intelectual e comportamento destas criangas.
Em 1979, comegou sua luta na tentativa de eliminar o chumbo da gasolina, pois a
concentracdo deste metal no sangue das criancas se mostrava muito elevada.
Posteriormente, Needleman inovou seus estudos investigando as concentracdes de
chumbo na dentina e sugeriu, desde entdo, que esta fosse utilizada como biomarcador
para chumbo. Ele relatou que mesmo em concentracbes minimas, particularmente em
criancas, o chumbo apresenta efeitos neurotoxicos, levando a diminuicdao de QI,
inabilidades de fala e atencdo e disturbios no desenvolvimento psiquico (Needleman et

al., 1972, 1974, 1979, 1992)
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A incorporacao de chumbo a hidroxiapatita da dentina acontece como reflexo dos
niveis de chumbo no sangue durante sua mineralizacdao (Rabinowitz et al., 1993).

A linha neonatal é um achado histoldgico que, normalmente, esta presente em
todos os dentes deciduos e, ocasionalmente, em primeiros molares permanentes
(Schour, 1936). Por meio de sua visualizacao pela microscopia de luz podemos utiliza-la
para identificacdo de regides depositadas nos periodos pré e pods natal no esmalte e na
dentina (Weber e Eisenmann, 1971). Assim, a andlise de dentes deciduos esfoliados
pode fornecer dados importantes sobre a historia da contaminacao por chumbo desde a
vida intra-uterina (Rabinowitz et al., 1993).

A dentina de dentes deciduos evidencia a exposicao durante a fase precoce da
primeira infancia, na qual a contaminagdo por objetos € uma das maiores fontes de
contaminagao (Gulson, 1996).

Mesmo depois da erupcao dental, a dentina continua sendo depositada, mas em
ritmo mais lento. Assim, ela € um indicador da exposicdo ao chumbo durante toda a
vida do individuo. Medidas de chumbo na dentina circumpulpar s3ao consideradas as

melhores medidas do metal acumulado cronicamente.

1.2.3.3 Esmalte Dental

Existe uma variagao muito grande entre as concentracoes de chumbo no esmalte

descritas na literatura (Shapiro et al., 1972; Fergusson et al., 1987; Antilla, 1987; Gil et

al., 1994; Arora et al., 2006), que vai de 1.7 até 4.900 ppm (Antilla, 1987; Brudevold,
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1956). Os dados acerca da concentracao de chumbo no esmalte de dentes deciduos sdo
€scassos, pois poucos trabalhos utilizaram este modelo como amostra (Gomes et al.,
2004; Almeida et al., 2006, submetido a publicacdo). Também ha duvidas sobre a
origem do chumbo no esmalte, ou seja, se ele seria oriundo da incorporacdo pré-
eruptiva, ou se o chumbo dos primeiros micrometros de esmalte seria resultante do
acumulo pds eruptivo (contaminagdo por objetos, saliva, alimentacdo) (Pfrieme, 1934;
Maulbetsch e Rutishauser, 1936; Barbosa et al., 2005).

Um aspecto valioso e interessante das medidas de chumbo no esmalte é sua
capacidade de elucidar a histéria de exposicdo ao chumbo. Os dentes sdo compostos
por tecidos distintos, os quais sao formados em diferentes periodos e por isso, suas
partes podem refletir diferentes estagios da vida do individuo. Por exemplo, o esmalte
de dentes deciduos e parte do esmalte de dentes permanentes sao formados /in dtero,
fato que pode prover informacdes da exposicao pré natal ao chumbo. Essa informacao é
valiosa para entendimento da relacdo dose-efeito das anomalias embrionarias,

particularmente em se tratando de disfungdo neurotoxica (Gulsson, 1996).

O esmalte dental pode refletir a exposicao passada e atual ao chumbo, mesmo que os

niveis sanguineos tenham voltado ao normal (Needleman, 1991). Esse achado se deve ao

fato de nao ocorrer turnover de apatita no esmalte, como acontece remodelagao no 0sso,

ou seja, uma vez que o chumbo é depositado, ele ndo é posteriormente removido (Grobler

et al., 2000).
O interesse na utilizacdo do esmalte como biomarcador do chumbo é cada vez

maior (Ericson, 2001; Uryu, 2003; Rinderknecht, 2005), particularmente quando
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consideramos que as amostras de esmalte superficial sao facilmente coletadas por meio
de bidpsia de esmalte, técnica introduzida por Brudevold et al., em 1975, que utiliza
uma amostra dos minerais do esmalte obtida por meio de ataque acido para fazer a
analise de chumbo. Contudo, detalhes sobre o mecanismo de acumulo de chumbo na
superficie do esmalte ainda ndao foram completamente elucidados (Almeida et al, 2006,

submetido a publicacdo).

1.4 Diferencas nas concentragoes de chumbo encontradas no esmalte deciduo

e permanente

De acordo com os dados ja publicados em relacdo a mediana da concentracdo de
chumbo na superficie do esmalte dos dentes deciduos, podemos dizer que ela é 5 a 10
vezes menor do que a observada nos dentes permanentes (Antilla, 1987; Gomes, 2004;
Almeida et al., 2006, submetido a publicacdo). Para obtencao desses dados em relacado
a denticdo permanente, utilizou-se bidpsias /n vivo e a partir disso, puderam ser
registrados dados acerca da distribuicdo do chumbo no esmalte em areas urbanas da
Europa (Cleymaet et al., 1991), dos EUA (Brudevold et al., 1975, 1977), Nova Zelandia
(1100 pg/g), sendo que no Kenya foi possivel a identificacdo de regides com baixas
concentracdes de chumbo (145 ug/g) (Cleymaet et al., 1991).

Conforme descrito no trabalho anterior (Almeida et al., 2006, submetido a
publicagdo), a correlacdo entre profundidade de bidpsia e concentracao de chumbo foi

maior em Ribeirdo Preto (r= 0,28) em relacdao a Bauru (r= 0,18), no entanto, ndo
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houve diferenca estatisticamente significante entre essas correlagdes (p= 0,4538). Além
disso, em ambos os casos a correlacdao € fraca. Esse dado é importante, pois mostra
que a concentragdo de chumbo é menos dependente da profundidade de bidpsia nos
dentes deciduos do que nos permanentes, sugerindo que pode ser vantajoso utilizar o
esmalte superficial de dentes deciduos como biomarcador da exposicao ao chumbo, em
comparagao com o esmalte superficial de dentes permanentes.

Ndo se sabe ainda o que leva ao menor acumulo de chumbo no esmalte
superficial deciduo. Provavelmente esse menor acumulo seja decorrente das diferencas

na mineralizacao dos dentes deciduos e permanentes.

1.4 Mineralizacdo dos dentes deciduos e permanentes

Existem diferencas bioldgicas, quando se trata da formacdao do esmalte de dentes
deciduos e permanentes, que podem ser responsaveis pelas diferencas na concentragao
de chumbo encontrada nesses tecidos (Smith, 1998). A mineralizacdo do esmalte é um
processo que dura um longo periodo de tempo: desde os estagios iniciais de secrecao
da matriz até a erupcao do dente na cavidade bucal (Koo e Cury, 1998). Essa
informacao nao coincide com a cronologia de formacao dos dentes a qual é baseada em
radiografias e na presenca de linha neonatal (Lochner, 1999). A dentina formada antes
da linha neonatal se forma antes do nascimento, em concordancia com as tabelas de
cronologia, sendo que a matriz do esmalte comeca a ser depositada antes do

nascimento e sua mineralizacao continua por um longo periodo apds o nascimento. Essa
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informacdo é relevante quando pensamos em utilizar esmalte dental para detectar
elementos que se acumulam nos tecidos mineralizados. Esse processo de mineralizagao
do esmalte (maturacao do esmalte) é muito diferente daquele ocorrido na dentina ou
0SS0, 0S quais sao secretados como matriz organica que se mineraliza em incrementos
(cada incremento € depositado em um curto e especifico periodo de tempo), que podem
ser detectados na dentina pela presenca de linhas incrementais (Dean e Scandrett,
1996; Renz et al., 1997)

O esmalte de incisivos deciduos é secretado durante a vida intra uterina e sua
mineralizacao ocorre desde esse periodo até sua erupcao na cavidade bucal (no caso
dos incisivos, isso ocorre nos primeiros 6 meses de vida). Tendo em vista essa
informagdo, podemos afirmar que o esmalte de incisivos deciduos € um bom marcador
da exposicao precoce ao chumbo. A mineralizagao dos incisivos superiores permanentes
ocorre por um longo periodo de tempo, que vai de cerca de 2 anos até 6-7 anos de
idade, quando esses dentes finalmente irrompem (cerca de 50 meses) (Koo e Cury,
1998).

A caracteristica mais importante da mineralizagdo do esmalte é que a
mineralizacdao gradual do esmalte mais profundo ocorre distante das células que
secretam matriz rica em proteina, € a mineralizacdo ocorre por trocas de ions por um
longo periodo de tempo. Alguns ions que entram no esmalte durante a mineralizacao,
conseguem isso apenas pela superficie mais externa do esmalte. A partir disso,
podemos supor que o chumbo, assim como outros metais e como o flior, o qual se

acumula na camada mais externa do esmalte, depende de sua disponibilidade no



Introducdo18

plasma e sua afinidade com os cristais de hidroxiapatita, o maior componente
inorganico do esmalte (Sato et al., 1996)

Os elementos que mostram nao ter afinidade pela hidroxiapatita ndao sao
depositados no esmalte superficial, provavelmente as concentragboes refletem sua
disponibilidade no plasma apenas, pois eles nao estao conjugados com a hidroxiapatita
(Bercovitz e Laufer, 1990). Outra variavel essencial é o tempo: células que cobrem o
esmalte durante a maturacao mudam sua conformagao, ou seja, elas perdem o
complexo juncional, em um processo chamado de modulagdo, durante o qual
componentes do plasma participam na formacdo do esmalte. Essa modulacao celular
ocorre varias vezes ao dia por todo o periodo de maturacdo do esmalte. Entdo, uma
terceira varidvel contribui para o acimulo de chumbo no esmalte: o tempo de
maturacao, que depende do elemento dental (Sato et al., 1996).

Nosso estudo anterior (Almeida et al., 2006, submetido a publicagdo) mostrou que
0 acumulo de chumbo na superficie do esmalte dos dentes deciduos esta diretamente
relacionado com o ambiente onde a populagao reside. No entanto, nao caracterizamos
completamente a distribuicao de chumbo no esmalte subsuperficial dos dentes deciduos
de regides contaminadas e regioes controle.

Os objetivos desse trabalho sdo 1- analisar os dados do nosso estudo prévio
visando agrupar as criancgas de acordo com a concentracao de chumbo no esmalte (= a
600 ug/g de esmalte); 2- reanalisar a distribuicao das criancas de todas as EMEIs de

Ribeirao Preto - SP e de Bauru — SP, conforme esse novo agrupamento; 3- Identificar
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regides possivelmente contaminadas em Ribeirao Preto com base na porcentagem de

criangas com chumbo > a 600 pg/g no esmalte.
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2 METODOLOGIA

Os dados analisados no presente trabalho foram obtidos a partir do nosso estudo
prévio (Almeida, 2006, submetido a publicacdo), que possuia os seguintes objetivos: 1)
determinar a concentracdo de chumbo e fésforo no esmalte de dentes deciduos de
criancas residentes em uma area notoriamente contaminada por chumbo (Bauru — SP) e
criancas residentes no municipio de Ribeirdao Preto - SP, regido aparentemente ndo
contaminada; 2) comparar as profundidades de bidpsia entre os dois grupos; 3)
correlacionar a profundidade de bidpsia com a concentracao de chumbo em cada um
desses dois grupos; 4) estratificar os dados de acordo com a profundidade de bidpsia
para comparar as concentracdes de chumbo de acordo com as categorias de
profundidades de bidpsia similares.

Para obtengao desses dados foram analisadas um total de 247 criangas com idades
entre 4 e 6 anos matriculadas em sete EMEIs (Escolas Municipais de Educagao Infantil)
localizadas em diferentes regides do municipio de Ribeirdo Preto - SP escolhidas
aleatoriamente e 26 criancas com idades entre 4 e 6 anos residentes numa area

proxima a fabrica de Baterias AJAX no municipio de Bauru - SP.

2.1 Aspectos éticos

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

submetida ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Ribeirao
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Preto da Universidade de Sao Paulo (processo nimero 2003.1.353.58.7 - Anexo A), o
qual cedeu sua aprovagao segundo a Resolucao 196/96 de 10 de novembro de 1996 da

Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

2.2 Técnica da biopsia de esmalte

Para a determinacao de chumbo no esmalte, foram obtidas amostras da superficie
do esmalte dentario por meio de uma técnica denominada bidpsia de esmalte. Foram
realizadas algumas modificacoes na técnica original da bidpsia de esmalte, proposta por
Brudevold et al. (1975), com o objetivo de adapta-la a presente amostra (Gomes et al.,
2004). Tais modificacbes podem ser enumeradas:

1) diminuicao do didametro da perfuracao da fita adesiva (fita magica, 810 Scotch ® -
3M) de 4mm para 1,6 mm, limitando a area da bidpsia;

2) diminuicao do volume de solucao acida (solucdo de HCl a 1,6 N em glicerol a 70%
(v/v) ) de 10 pl para 5 pl;

3) diminuicdo do tempo de exposicao do acido sobre o dente de 35 segundos para 20
segundos.

O dente utilizado para a biopsia foi o 51 ou, na auséncia deste, o 61. Este dente
era submetido a profilaxia profissional e em seguida a area da bidpsia era demarcada,
utilizando-se uma fita adesiva com perfuracao de 1,6 mm na porcao central da
superficie vestibular. Nesta area, foram dispensados 5 pl da solucdo de HCl a 1,6 N em

glicerol a 70% (v/v) durante 20 segundos. A solugdo da bidpsia era aspirada e
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transferida a um tubo de coleta (tubo tipo eppendorf) contendo 200 pl de agua
ultrapura (MILI Q), sendo aplicados em seguida, por 10 segundos, 5 ul de solugao de
glicerol a 70%, os quais também eram aspirados e adicionados a solugao de bidpsia
presente no tubo de coleta.

Finalizando este procedimento, a fita adesiva era removida, o dente era lavado
com agua durante 30 segundos, seco com jatos de ar e isolado novamente para receber
aplicacao de fldor neutro em gel.

Antes de iniciar os procedimentos da bidpsia, todo o material que seria utilizado e
a bancada sobre a qual o instrumental e pipetas seriam dispostos foram
descontaminados para chumbo com uma solugdo de acido nitrico (HNO3) a 10%
durante 24 horas, a fim de remover possiveis contaminacoes prévias pelo chumbo.

O controle das bidpsias foi obtido por meio de brancos e por bidpsias controle na
superficie da bancada ou sobre as tampas dos raques para ponteira, a fim de verificar a

contaminagao pelo chumbo no ambiente de trabalho durante os procedimentos.

2.3 Analises quimicas

Como as analises quimicas das bidpsias ndo foram realizadas imediatamente, e
entdo, para evitar uma possivel evaporacdo e perda de volume das amostras, elas
foram evaporadas em estufa a 35°C durante 36 horas. Depois de secas, foram

resuspensas com 210 pl de agua ultrapura (MILI Q), agitadas e divididas em duas
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metades, sendo uma utilizada para a dosagem de fosforo e outra para a dosagem do
chumbo.
A fim de determinar a espessura da camada de esmalte removida durante a

bidpsia, foi dosada a concentracao de fdsforo inorganico (Pi) no esmalte em solucao.

2.4 Determinacao de fosforo

As concentragbes de fdsforo presentes nas amostras foram determinadas pelo
método colorimétrico de Fiske e Subbarow (1925), cujo principio é que o fésforo dos
fosfatos minerais é transformado em fosfomolibdato, o qual é em seguida reduzido pelo
acido alfa-amino-naftol sulfénico a um produto de cor azul, cuja intensidade de
coloracao é proporcional ao teor de fdsforo inorganico presente na amostra. A
determinacao das concentracoes de fosforo foi realizada em triplicata. Sendo assim,
foram pipetados 30 pl de amostra e acrescentou-se 220 pl de dgua deionizada, 50 pl de
acido molibdico, agitou-se e apds 10 minutos adicionou-se 20 pl de reativo redutor,
agitou-se novamente e, apds 20 minutos, a intensidade de cor foi medida em um leitor
de Elisa com um comprimento de onda de 660 nm. O aparelho foi calibrado com
amostras que apresentavam concentracdes conhecidas de fosforo, que foram de: 1

pg/ml, 2 pug/ml, 4 ug/ml e 8 ug/ml, utilizadas para a realizagao da curva de calibracao.
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2.5 Profundidade da bidpsia

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/mL (Weidmann et al., 1967), partiu-se
destes pressupostos para o calculo da quantidade de esmalte removido e da
profundidade da camada da bidpsia.

A profundidade foi entdo calculada usando-se a formula do volume do cilindro
(v=b.h, onde v=m/d) - figura geométrica que se assemelha a camada do esmalte

removido. Os resultados da profundidade das bidpsias foram expressos em pm.

2.6 Determinacao de chumbo

A andlise de chumbo foi realizada no Laboratdrio de Quimica Analitica “Henrique
Bergamin Filho” do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sao
Paulo (CENA/USP) pela técnica de espectrometria de absorcdo atdmica com forno de
grafite (GFAAS) (Perkin-ElImer mod. 4100 ZL, Inc. Shelton, CT, USA). O aparelho foi
calibrado com solugbes de referéncia contendo de 0 a 100 ug/L de chumbo. A amostra
foi misturada a 490ul da seguinte solucao: NH4H2POu a 0,2% (w/v), Triton X-100 a

0,5% (v/v) e HNO3 a 0,2%.
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2.7 Analise estatistica

A concentracao de chumbo foi comparada entre as diferentes profundidades de
bidpsia, dentre as EMEIs de Ribeirao Preto e também entre as amostras das cidades de
Ribeirao Preto - SP e Bauru - SP.

A categorizacao da profundidade de bidpsia foi determinada pelos quartis da
distribuicao (Ql= 3,18; Mediana= 3,72; Q3= 4,47). A correlagao entre o chumbo
(log10) e a profundidade de bidpsia foi estudada através do coeficiente de correlacdo de
Pearson (r). As profundidades de bidpsias também foram comparadas em relacdo as
EMEIs. Sendo a distribuicdo das profundidades de bidpsia normal, o teste t foi utilizado
para estas analises.

Dado a ndo normalidade da distribuicdgo do chumbo, as analises foram realizadas
através da comparagao de medianas utilizando-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis.

O nivel de significancia utilizado em cada uma das estatisticas foi de 0,05. A
estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico SAS (Statistical Analysis

System) (SAS, 1999).

2.8 Analise dos dados

No trabalho de Almeida et al. (2006, submetido a publicacao) os dados foram

estratificados de acordo com a profundidade das bidpsias. Os valores de profundidade
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de bidpsia foram expressos como mediana e intervalos Q1 e Q3, sendo 3,6 um (3,3 -
4,3) para Ribeirao Preto e 3,7 ym (3,2 — 4,5) em Bauru, sem haver diferenca
estatisticamente significante entre esses valores.

A concentragao de chumbo foi entao expressa para cada intervalo (profundidade).
Na primeira profundidade, as concentracoes de chumbo foram 311,4 ug/g (168,3 —
553,6) em Ribeirao Preto, sendo esses valores a mediana (Q1 — Q3). J4 em Bauru, a
concentracao de chumbo encontrada nesse primeiro grupo de bidpsias (as mais rasas)
foi 1142,1 pg/g (950,7 — 1444,1). Na segunda, terceira e quarta profundidades de
bidpsia, a concentracdo de chumbo foi 278,1 pg/g (143,6 — 483,1), 210,7 ug/g (111,6 —
393,1) e 121,5 pg/g (92,8 — 187,0) em Ribeirdo Preto, respectivamente. Ja em Bauru, a
concentracdao de chumbo foi 600,4 ug/g (476,4 — 1766,8), 665,7 ug/g (353,1 — 1433,1)
e 606,9 ug/g (532,5 — 1437,6), para essas mesmas respectivas profundidades. Esses
dados revelaram que ha menos chumbo no esmalte superficial de dentes deciduos do
que em permanentes (Anttila, 1987; Gomes et al., 2004).

A partir desses dados pode-se concluir que as concentragdes de chumbo
encontradas nas bidpsias mais profundas foi sempre > 600 pg/g em Bauru (regido
selecionada por ser notadamente contaminada).

Com base nessa informagao, selecionaram-se esses valores como ponto de corte
para classificar as criancas com concentracoes altas e baixas de chumbo.

A partir dessa categorizagao, a porcentagem de criangas com concentragoes de

chumbo maiores ou menores que 600 ug/g de esmalte foi observada em cada grupo.
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Essa anadlise também foi feita com e sem os dados das bidpsias mais superficiais
(primeiro quartil). Isso porque dados da literatura sugerem que o esmalte superficial
tem uma ampla variacao nos niveis de chumbo, possivelmente devido a contaminacao
de chumbo na saliva (Fiske e Subarrow, 1967; Brudevold et al., 1975; Ericson, 2001;
Padula et al., 2006;).

Os dados dos graficos foram comparados com a informacao da mediana dos niveis
de chumbo de cada local, obtido no estudo feito anteriormente (Almeida et al., 2006,

submetido a publicacdo).
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RESULTADOS
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3 RESULTADOS

Para que possamos entender a forma com que reagrupamos os dados, sera feita
uma sintese dos resultados obtidos em nosso trabalho prévio (Almeida et al, 2006,
submetido a publicacdo).

Os dados foram dispostos baseados em grupos, caracterizados por nimeros, onde
cada numero (1 a 7), corresponde a uma EMEI do municipio de Ribeirdo Preto.

Os dados acerca da profundidade de bidpsia apresentaram distribuicao normal. As
profundidades de bidpsia ndo foram estatisticamente diferentes quando comparadas
entre os municipios de Ribeirdo Preto e Bauru (p=0,7940). A média desta profundidade,
em Ribeirdao Preto, foi de 3,9 um com desvio padrao de 0,9 e em Bauru, de 3,8 pm com
desvio padrao de 0,9. Quando os valores de profundidade de bidpsia das EMEIs de
Ribeirao Preto foram comparados entre si, apenas a EMEI 2 apresentou-se
estatisticamente diferente, apresentando maior profundidade de bidpsia (4,4 pm e
desvio padrao de 1,1). Nao houve diferenca estatisticamente significante entre a
profundidade de bidpsias entre Ribeirdo Preto e Bauru (p= 0,8410).

Em relacdao a distribuicdo das criancas de acordo com niveis de concentracao de
chumbo podemos dizer que a maioria das criancas de Ribeirdo Preto possuia niveis de
concentracao de chumbo abaixo de 300 pg/g no esmalte dentario, enquanto que em

Bauru a maioria das criangas apresentou concentragao de chumbo acima de 1000 pg/g.
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Conforme descrito anteriormente, a distribuicao do chumbo no esmalte superficial
nao era normal, e por isso as analises foram realizadas por meio da comparagao de
medianas utilizando-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.

A Figura 1 mostra um grafico com as medianas das concentracdes de Pb (ug/g)
em cada EMEI, no conjunto das EMEIS de Ribeirao Preto, e no grupo de criangas da
regidao contaminada de Bauru. As EMEIs 1, 5, 7, 1-7 (resumo dos dados para todas as
EMEIs de Ribeirdo Preto) e Bauru apresentaram niveis de chumbo maior que 200 ug/g.
Nao houve diferenca estatisticamente significante na quantidade de chumbo entre as
EMEIs de Ribeirdo Preto, porém, as concentracoes de chumbo no esmalte superficial
foram estatisticamente diferentes (p<0,0001) quando os valores de todas as EMEIs de

Ribeirao Preto e da regiao contaminada de Bauru foram comparados.

Valores da mediana da concentracao de chumbo
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Figura 1- Distribuicao das criancas dos municipios de Ribeirao preto e Bauru, de acordo com a

mediana da concentracdao de chumbo no esmalte superficial de dentes deciduos (Ribeirdo Preto,
2007).
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No presente estudo, os dados foram redistribuidos indicando a concentracao de
600 pg/g como ponto de corte para agrupar as criangas, segundo suas respectivas
concentracgoes.

Com o intuito de verificar se os dados acerca da concentracao de chumbo do
esmalte superficial e subsuperfical de dentes deciduos poderiam ser Uteis para detectar
populagdes possivelmente contaminadas, comparamos os dados obtidos entre as
populacdes de Ribeirdo Preto e os individuos da regido notoriamente contaminada de

Bauru.

Distribuicao das criancas de acordo com a quantidade de chumbo em todas as

profundidades de bidpsia

A Figura 2 mostra a distribuicao de criangas de acordo com os valores de chumbo
> 600 pg/g e < 600 pg/g para cada EMEI de Ribeirdo Preto, de todas as criancas de
Ribeirdo Preto (1-7) e de todas as criangas de Bauru. Os dados das bidpsias foram
utilizados, independente da profundidade. Seis das sete EMEIs de Ribeirdo Preto tiveram
entre 3,7 até 18,2% de criangas com concentracdes de chumbo > a 600 ug/g. Apenas
uma EMEI de Ribeirdo Preto (nimero 5) teve uma porcentagem muito alta de criancas
com concentracdao de chumbo > a 600 pg/g (35,1%), e Bauru mostrou a mais alta

porcentagem de criangas com alta concentragao de chumbo (65,4%).
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Figura 2 — Distribuicdo das criancas dos municipios de Ribeirdo Preto e Bauru de acordo com
os valores de concentracao de chumbo > 600 ug/g ou < 600 pg/g (Ribeirdo Preto, 2007).

Distribuicdo das criancas de acordo com a quantidade de chumbo nas

bidpsias mais profundas que 3,18 pm

Como o chumbo foi descrito estar presente em maiores concentracdes na
superficie mais externa do esmalte, foi possivel fazer a mesma analise acima, excluindo
os dados das biopsias mais superficiais (que parecem ter os maiores niveis de chumbo).

Isso praticamente nao modifica os dados na porcentagem de criancas com > a 600

Hg/g.
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Figura 3 — Distribuicao das criangas dos municipios de Ribeirdo Preto e Bauru de acordo com
os valores de concentragao de chumbo > 600 pg/g ou < 600 ug/g nas bidpsias mais profundas
que 3,18 um (Ribeirdo Preto, 2007).
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4 DISCUSSAO

Nos paises em que ha programas para deteccdo de pessoas contaminadas por
chumbo, o sangue total é utilizado como marcador de contaminagao, e as coletas sao
realizadas anualmente, no caso dos E.U.A., em todas as criancas do pais. Assim,
embora o chumbo ndo permaneca no sangue por muito tempo, devido ao maior nimero
de coletas de amostras por varios anos, ha uma maior probabilidade de encontrar
individuos contaminados. Outro aspecto importante do uso do sangue total como
marcador de contaminagdo por chumbo é que as coletas sdo feitas em criangas, a partir
de idades bem precoces, que sdo os individuos com maior suscetibilidade aos efeitos
tdxicos do chumbo, principalmente em se tratando dos seus efeitos neurotoxicos
(Parsons, 1997).

No caso de paises em que esse sistema nao é adotado, a coleta esporadica de
sangue de alguns individuos de uma populacao, dificiimente refletirda o grau de
exposicdo desses individuos, especialmente se essas coletas ndao forem feitas de forma
sistematica, baseadas em desenhos epidemioldgicos adequados e com intervalos bem
definidos. Esse é um dos problemas que existe no Brasil, onde ha poucos dados sobre
exposicao ao chumbo e, os que existem sao esporadicos e realizados em uma pequena
amostra de individuos.

Além do sangue total, existem outros biomarcadores que refletem a contaminacgao
pelo chumbo (Barbosa, 2005). Sabe-se que a dentina reflete os niveis de contaminacao

por chumbo (Purchase e Fergusson, 1986), porém a necessidade de procedimentos
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mais invasivos para analise da incorporacdao do metal faz com que o esmalte superficial
de dentes deciduos seja uma alternativa para se determinar a exposicdo de um
individuo ou populagdo ao chumbo. Mesmo sem sabermos quanto do chumbo no
esmalte superficial de dentes deciduos é perdido ou acrescentado pela saliva, os dados
de esmalte superficial revelam diferengas muito claras entre populagdbes de cidades
notoriamente contaminadas e cidades nao contaminadas (Almeida et al., 2006,
submetido a publicacao). A técnica da bidpsia de esmalte, proposta por Brudevold et al.
em 1975 e modificada por Gomes et al. em 2004, possibilita a determinacdao da
quantidade de chumbo na regido de esmalte de dentes deciduos onde este metal se
encontra. Tal procedimento, além de pouco invasivo, indolor, de baixo custo e de facil
execucao, mostrou-se adequado para estudos epidemioldgicos que frequentemente
utilizam-se de grandes amostras populacionais (Almeida et al., 2006, submetido a
publicacao).

E possivel que por meio da técnica de bidpsia de esmalte, determinacdo de Pb por
GFAAS e analise dos dados conforme descrito nesse trabalho possamos identificar
criancas e regides contaminadas em paises como o Brasil, em que praticamente nao ha
informagdes sobre contaminacao por chumbo na populagao, a um custo relativamente
baixo, gerando informagdes muito importantes sobre necessidade de estudos de
contaminagao mais detalhados.

Diante disso, baseado em nosso estudo, nds sugerimos que o esmalte dos dentes
deciduos merece mais atencdo como um possivel marcador em criancas para

contaminagao com chumbo durante a vida intrauterina e periodo pds natal.
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Para verificar se os dados acerca da concentracao de chumbo do esmalte
superficial e subsuperfical poderiam ser Uteis para detectar populagdes possivelmente
contaminadas, comparamos os dados obtidos entre as populagdes de Ribeirdo Preto e
os individuos da regidao notoriamente contaminada de Bauru e reagrupamos os dados de
forma a verificar o padrdo de variacao na distribuicdo de chumbo na subsuperficie de
esmalte de areas notoriamente contaminadas em comparagao com areas supostamente
nao contaminadas.

Os dados foram redistribuidos indicando a concentracdo de 600 ug/g como ponto
de corte para agrupar as criangas, segundo suas respectivas concentragdes. Esses
valores foram Uteis para identificar uma EMEI no municipio de Ribeirdo Preto, que
possuia criangas com concentracoes similares aquelas encontradas em Bauru. Além
disso, encontrou-se uma area com 35.1% de criancas com altos niveis de chumbo na
subsuperficie de esmalte, sem modificagdo nos outros parametros ndo discutidos
nesse trabalho (carie dental, defeitos no esmalte ou profundidade de bidpsia). Se
apenas as medianas fossem comparadas, poderiamos ndo ter detectado essa EMEI
em que havia algumas criangas com altas concentracdes de chumbo, pois as medianas
estdo quase iguais quando as EMEIs 1 a 5 e todas as EMEIs de Ribeirdo Preto sdo
comparadas.

Estes resultados enfatizam a importancia de tentar estabelecer com exatiddo a
concentracao de chumbo na superficie de esmalte de dentes deciduos em areas

contaminadas versus areas nao contaminadas.
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Outro aspecto merece atencao especial: no primeiro quartil de profundidade de
bidpsia (1,9 até 3,8 um), a superficie de esmalte mostrou altos niveis de chumbo, e no
presente estudo tanto as criancas de Ribeirdao Preto quanto as criancas de Bauru,
possivelmente tem uma incorporacao de chumbo pela saliva depois que o dente
irrompe na cavidade bucal. Diante disso, detalhando os dados desse primeiro quartil
de profundidade, nota-se que nao houve modificacao na distribuicao de criangas com
altos e baixos niveis de chumbo na subsuperficie de esmalte. Isso € uma indicacao de
que a subsuperficie de esmalte de dentes deciduos mostra uma tendéncia em diregao
a maxima incorporacao de chumbo em areas altamente contaminadas, que é muito
menor que as concentragdes de chumbo observadas na subsuperficie de esmalte de
dentes permanentes.

Sugere-se também que a comparacao das concentracdes de chumbo encontradas
no esmalte e na dentina nao pode ser feita baseada nas similaridades existentes entre
esses tecidos (ambos sdo calcificados), pois a formacao deles é muito diferente (Dean e
Scandrett, 1996:Renz et al., 1997;) Diferencas nas concentragdes, em se tratando de
dentes deciduos e permanentes, existem. Essa afirmacdo estda de acordo com altas
concentragdes de chumbo encontradas no dente permanente (5-10 vezes maior)
(Antilla, 1987; Gomes et al., 2004), pois eles tém um periodo de maturacdo muito
maior. Além disso, dados da literatura sugerem que ocorre incorporacao do metal por
acao da saliva, o que no dente permanente acontece por muito mais tempo, em geral.

Os dados foram dispostos baseados no acimulo de chumbo na superficie de

esmalte ja descrito na literatura (principalmente baseado nos dados obtidos a partir do



Discussgo 40

esmalte de dentes permanentes). Esse padrdao de acimulo de chumbo ndo acontece nos
dentes deciduos, conforme discutimos, e, a partir disso, uma observacdao muito
importante surge dessa andlise, que ndo poderia ser vista se os dados ndo fossem
estratificados dessa forma. Enquanto a mediana da concentragao de chumbo das
criangas de Ribeirdao Preto decresce rapidamente das regides mais superficiais (311,4
Mg/g) em direcao a regides mais profundas (121,5 pg/g), as medianas das criancas de
Bauru decresceram apenas no primeiro e segundo quartil de profundidade, e a partir de
entdo as concentragdes de chumbo permaneceram praticamente estaveis em torno de
600 pg/g (600,4 ug/g, 665,7 ug/g, 606,9 ug/g para o segundo, terceiro e quarto quartil
de bidpsia, respectivamente), indicando que o plateau deve ter sido alcangado devido a
capacidade do esmalte de incorporar chumbo durante a formacao do esmalte. Talvez
esse plateau, que esta sendo descrito pela primeira vez na literatura, seja encontrado
apenas na subsuperficie de esmalte de dentes deciduos, devido as peculiaridades
inerentes a amelogénese desses dentes. A quantidade de tempo necessario para a
maturacao do esmalte ser completada é diferente nas duas denticOes, ou seja, na
denticdo decidua e permamente (Smith, 1998). Durante o estagio de maturacao da
amelogénese, a maioria dos ions sdo incorporados ao esmalte, e esse estagio dura
alguns meses na dentigdo decidua enquanto que na denticdo permanente dura anos.
Este longo estagio de maturacdo na denticdo permanente provavelmente resulta em
concentragdes de chumbo maiores na subsuperficie de esmalte (Brudevold e Steadman,

1956; Brudevold et al, 1975; Purchase e Fergusson, 1986).
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O melhor biomarcador, provavelmente, seria um marcador que nao estivesse
exposto a variagdes temporais tao acentuadas nos momentos de exposicao aguda,
cronica e nos momentos de nenhuma exposicao (Wilhelm et al., 2002).

Em se tratando do osso como biomarcador, sabemos que ha necessidade de um
procedimento muito invasivo. Técnicas menos invasivas mais recentes, como o XRF
(baseada na fluorescéncia de RAIO X), apesar de promissoras, sao de alto custo e ainda
indisponiveis no Brasil (Hu et al., 1998; Todd et al., 2000). Outro fator importante é que
os tipos de osso tém caracteristicas diferentes em relacdo a mobilizagdo de chumbo. A
biodisponibilidade do chumbo no osso trabecular é maior, pois neste osso o turnover
ocorre mais rapidamente (O’Flahert, 1995).

Assim como o 0sso, 0s dentes também acumulam chumbo. Contudo, ha evidéncias
que os dentes, por serem mais estaveis, sao mais confidveis que o osso como indicador
da exposicdao cumulativa ao chumbo (Maneakrichten et al., 1991). Além disso, os dentes
deciduos sao facilmente coletados e analisados (Barbosa et al., 2005); o periodo de
esfoliacdao geralmente se inicia em torno dos 6 anos de idade (incisivos) e continua até
em torno dos 13 anos de idade, sendo que ha 20 dentes deciduos por crianca
(Liversidge, 2000). A maioria dos estudos obteve dados baseando-se no elemento
dental por inteiro, ou seja, nao agruparam os dados segundo o tipo de dente (os
diversos tipos de dentes sdao formados em diferentes estagios) ou entao nao
diferenciaram a concentragao de chumbo no esmalte ou dentina (Tvinnerreim et al.,
1997). Diversos autores descreveram a existéncia de diferencas entre a quantidade de

chumbo de dentes irrompidos e nao irrompidos, tipos de dentes diferentes (incisivos,
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caninos, molares) ou ainda dentes coletados de individuos de diferentes idades
(Brudevold e Steadman, 1956; Altshuller et al., 1962). Portanto, esses fatores devem
ser considerados (Needleman et al., 1990; Rabinowitz et al., 1991; Cleymaet et al.
1991; Bellinger et al., 1994; Gomes et al., 2004).

No caso da dentina, também podemos dizer que se trata de um procedimento
invasivo, que depende da perda do elemento dental. Apesar de ser considerado um
biomarcador seguro, devemos considerar alguns de seus aspectos desfavoraveis, como
por exemplo, a dependéncia do periodo de esfoliacao do dente, no caso de deciduos e
perda prematura, no caso de permanentes (Needleman et al., 1979; Bellinger et al.,
1987).

Resultados obtidos a partir de estudos realizados por Arora et al. (2006) sugeriram
diferencgas claras entre as concentracdes de chumbo presentes no esmalte e dentina,
em resposta a exposicdo ao metal nos periodos pré e pds natal. Essas diferengas
observadas podem ser atribuidas aos diferentes mecanismos de mineralizagao
observados no esmalte e na dentina durante os estagios de desenvolvimento dental.
Durante a deposicdo da matriz do esmalte apenas 30% dele é mineralizado, enquanto
que o restante do volume de mineral é adquirido depois que toda a sua espessura foi
depositada (Bercovitz et al., 1992). Estudos realizados em fetos humanos e dentes
deciduos (Deutsch e Shapira, 1987) evidenciaram que o esmalte presente ao
nascimento ndao é completamente mineralizado e adquire um volume substancial de

minerais no periodo pds natal. Diante disso, é possivel que os componentes inorganicos
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depositados no periodo pré natal, incluindo os depdsitos de chumbo, podem ser
particularmente adquiridos também no periodo pds natal (Arora et al., 2006).

A dentina é quase que completamente mineralizada imediatamente apods a
deposicao da matriz (Bercovitz et al., 1992). Assim, € plausivel afirmarmos que os niveis
de chumbo incorporados nos periodos pré e pds natal na dentina refletem a exposicao
durante o periodo correspondente de desenvolvimento. Esses periodos sao facilmente
definidos na dentina a partir da linha neonatal (Arora et al., 2006). Em relagdo a
estabilidade dos depdsitos de chumbo na dentina, Gulsson e Gilling (1997)
demonstraram que o indice de trocas de chumbo na dentina circumpulpar foi baixo
(aproximadamente 1% ao ano). Esses dados sugerem que a dentina circumpulpar seria
um bom marcador de exposi¢cdo ao chumbo. Tais achados sdo sustentados por estudos
histologicos de dentina que demonstraram que apenas a dentina interna diretamente
adjacente a polpa é ocupada por processos odontoblasticos e associada a vasos
sanguineos (Goracci et al., 1999; Yoshiba et al., 2002). A dentina adjacente a juncao
amelo-dentinaria, contudo, ndo demonstrou a presenca de processos odontoblasticos. A
presenca destes processos celulares e vasos sanguineos faz com que haja uma
correlagao entre chumbo no sangue e incorporacao do metal na dentina conforme
sugerido por Rabinowitz et al. (1989, 1993).

A partir da analise desses dados é possivel sugerir que o acimulo de chumbo na
superficie de esmalte de dentes deciduos assume uma distribuicdo padronizada, com
ligacdo aparente com o chumbo encontrado no meio ambiente. Esse acUmulo no

esmalte provavelmente reflete a quantidade de tempo que a matriz do esmalte é
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exposta ao plasma durante o estagio de maturacdo e a quantidade de chumbo
disponivel no plasma (Suga, 1989; Sato et al., 1996; Smith, 1998).

Em conclusao, os resultados do presente estudo demonstraram que:

Nossos dados suportam a existéncia de um pl/ateau na incorporacao de chumbo na
superficie de esmalte de dentes deciduos, que pode ser detectado nos primeiros 8 pm
de esmalte (de acordo com os nossos dados), que é independente da profundidade da
camada superficial, e pode ser utilizada como informacao geral para toda a populagao.
Esses dados parecem ser de relevancia ainda maior do que os valores da mediana, pois
eles revelam a porcentagem de criancgas expostas a altos niveis de chumbo.

Quando reagrupamos os dados com os valores de chumbo > 600 pg/g e < 600
Mg/g como ponto de corte para cada EMEI de Ribeirdo Preto, para todas as criancas de
Ribeirao Preto (1-7) e para todas as criangas de Bauru podemos identificar seis das sete
EMEIs de Ribeirdo Preto com 3,7 até 18,2% de criancas com concentracdes de chumbo
> a 600 ug/g. Apenas uma EMEI de Ribeirdo Preto (nimero 5) teve uma porcentagem
muito alta de criancas com concentracao de chumbo > que 600 ug/g (35,1%), e Bauru
mostrou a mais alta porcentagem de criangas com alta concentragdao de chumbo
(65,4%).

Quando excluimos os dados das bidpsias mais superficiais (que parecem ter os
maiores niveis de chumbo) notamos que isso ndao modifica os dados na porcentagem de

criangas com = a 600 ug/g.
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ANEXO A - Aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
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