Rubia Kuno

Valores de referéncia para chumbo, cadmio e mercurio em

populacédo adulta da Regido Metropolitana de S&o Paulo

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo para obtencao do

titulo de Doutor em Ciéncias

Area de concentracdo: Medicina Preventiva

Orientador: Prof. Dr. Nelson da Cruz Gouveia

Sao0 Paulo
2009



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacao (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo

©reproducdo autorizada pelo autor

Kuno, Rubia
Valores de referéncia para chumbo, cadmio e mercdrio em populagéo adulta da
Regi&o Metropolitana de So Paulo / RubiaKuno. -- S&o Paulo, 2009.
Tese(doutorado)--Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.
Departamento de Medicina Preventiva.
Area de concentracio: Medicina Preventiva.
Orientador: Nelson da Cruz Gouveia

Descritores. 1.Valores de referéncia 2.Chumbo/sangue 3.Cadmio/sangue
4.Mercario/sangue 5.Monitoramento ambiental 6.Qualidade ambiental 7.Saude
ambiental

USP/FM/SBD-081/09




Ao Thiago, Ana Maria e Chris, por todo carinho,

apoio e compreensao



Agradecimentos

Ao meu orientador Prof. Dr. Nelson da Cruz Gouveia, pela orientagao
competente e tranquila, e pela paciéncia, que muitas vezes demonstrou ao
respeitar as atividades profissionais que desempenhei paralelamente as de

doutorado.

A Colsan/UNIFESP que tornou possivel este estudo. Em especial ao
Dr. Fabricio Oliveira Carvalho, Diretor Técnico-Cientifico e Dr. José Augusto
Barreto, Diretor Superintendente, que atenderam prontamente a nossa
solicitagao de utilizar amostras de sangue dos doadores dessa instituicao, e
desde o primeiro contato demonstraram grande interesse e disponibilidade
em ajudar. Nao poderiamos deixar de agradecer a todos os trabalhadores da
Colsan, tanto dos postos de coleta, como da sede, que sempre foram tao

prestativos e gentis com a nossa equipe.

Aos amigos da Cetesb, Maria Helena, Simone Harue e Yoshio pelo
apoio e ajuda em todos os momentos que precisei. A equipe do Setor de
Analises Toxicolégicas (EAMM) Viana, Carlao, Genival, Daniela, estagiarios
Fabinho, Rafael e Pedro pela ajuda na coleta de amostras, que juntos com a
nossa equipe conseguiram a faganha de coletar 653 amostras em apenas
um més, trabalhando inclusive aos sabados. Também ao EAMM agradecgo
pelas analises de chumbo e cadmio, especialmente ao dr. Gilson Quinaglia,

gerente do setor.



A dra. Gisela Umbuzeiro, minha gerente, pelo incentivo para que eu
trilhasse mais esse caminho, pelas sugestbes sempre muito pertinentes, e
pelo entusiasmo e disposicdo em ajudar, o que foi fundamental para superar

as dificuldades encontradas na realizagao deste estudo.

A UBA, Agéncia Ambiental Federal da Alemanha, em nome da dra.
Kerstin Becker e dra. Margarete Seiwert, por terem viabilizado a cooperagao
entre essa entidade e a Cetesb, pelos inumeros esclarecimentos solicitados
por email e prontamente respondidos quanto a elaboragcdo do questionario e
duvidas na analise estatistica dos resultados. E evidentemente, pelas

analises de mercurio, realizadas sem qualquer 6nus para o projeto.

A Prof® Dr* Nilza Nunes da Silva do Departamento de Epidemiologia

da FSP-USP pelo calculo do tamanho da amostra.

Ao Prof. Dr. Eduardo De Capitani da UNICAMP pelas sugestdes na

elaboragao do questionario.

Aos amigos do Departamento de Medicina Preventiva: Mateus,

Marina e Miriam pelo apoio e, Rogério, pela orientagdo na analise estatistica.

A Cetesb por ter permitido a minha participacdo no curso de

doutorado e por ter viabilizado o projeto.

Em especial aos doadores de sangue da Colsan e aos funcionarios da

Cetesb (estudo piloto), sem os quais seria impossivel realizar o estudo.



Aos meus filhos queridos Thiago e Ana Maria, ao Christiano, meu
companheiro de todas as horas, pela paciéncia e compreensido pela

auséncia em alguns momentos desses anos.



Sumario

Lista de Abreviaturas
Lista de Figuras
Lista de Tabelas
Lista de Quadros
Resumo

Summary

1 INTRODUGAOD ..ottt

2 REVISAO DA LITERATURA ..ottt

2.1 Metodologia de derivagao de valor de referéncia .................ccoee.
2.1.1 Selecdo dos individuos para a producéo de valores de
FEFEIENCIA ... . e
2.1.2 Tamanho da amostra, determinagao dos valores de
referéncia e apresentacido dos Valores ou Intervalos de

REIEIENCIA ... e,

2.2 Toxicologia dos Metais .........ooevviiiiiiiii e
2.2.1 Toxicologia do chumbo...........cccoviiiiiiiiii e,
2.2.2 Toxicologia do CAdmio .............uuuuuimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee

2.2.3 Toxicologia do Mercurio...............uuuuuuuumeeimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieienes
3 OBUETIVOS ...t

4 METODOS ...
4.1 Periodo e desenho do estudo............cooooiiiiiiiiiiin
4.2 Estudo piloto e calculo do tamanho da amostra..........cccccvveeee....
4.3 Populacdo de estudo..........oeveiiiiiiiiiiii e,
4.4 Coleta de amostra e aplicagao do questionario.............ccccevvvvnnnnn...

4.5 Aspecto €ticCo da PeSqUISA ......cceveiiiiiiiiiee e



4.6 Analise dos metais em SANQUE ...........uuieiiiiiiiiieeeii e 68

4.6.1 Determinagao de chumbo e cadmio ...........cccoeeevvvviiiieeinnnnn... 68
4.6.2 Determinacédo de mercurio total..........cccoeeeeviiiiiiiiiiiieeeeee, 71
4.7 Tratamento dos dados/Andlise estatistica...............cccccoeeeeee. 72
4.7.1 Valores de referéncia para chumbo, cadmio e mercurio .....73
4.7.2 Analise univariada ............coiiiiiiiiiiii e 74
4.7.3 Analise de regressédo linear multipla.............cccccvvveiiiinninnnnns 75
RESULTADOS ...ttt et et eeeeeeeeeeeeees 76
5.1 Populagdo estudada............coeeviiiiiiiiiiiiiic e 76
5.2 Resultados de metais em sangue............cccceeeiiiii 80

5.3 Valores de referéncia para os metais segundo sexo e faixa

DISCUSSAD ...ttt 100

6.1 Valores de referéncia propostos para chumbo, cadmio e

01T o U T SRR 100
6.1.1 CRUMDO ...ttt 105
G0t 2 O To o 1] T 115
LG G T |V 1= o1 [ S 119

6.2 Utilizagdo de doadores de sangue para derivagdo de VR e a

representatividade da amostra...............coooiiiiiiii 124

6.3 Controle de qualidade analitica e limite de quantificagao do

método de determinagdo de contaminantes ambientais................... 127
CONCLUSOES E RECOMENDAGCOES. ... 129
ANEXOS ... 132

REFERENCIAS .....coooiiiietieieeeetee ettt 148



Lista de Abreviaturas

ACGIH - American Conference of Government Industrial Hygienists
0-ALA-D - Enzima &-aminolevulinico desidratase eritrocitaria

ANCOVA - Analise de Covariancia

ANOVA - Anadlise de Variancia

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ANVISA/REBLAS - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/Rede Brasileira
de Laboratodrios Analiticos em Saude

As - Arsénio

ATSDR - Agency for Toxic Substances and Disease Registry, € uma agéncia
federal de saude publica da U.S. Department of Health and Human Services
BEI - Biological Exposure indice

BH - Biomonitorizagdo humana

CAPPesq - Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa da
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo

Cd — Cadmio

CDC - Centers for Disease Control and Prevention do U.S. Department of
Health and Human Services

Cetesb - Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental

CGVAM - Coordenacgao Geral de Vigilancia em Saude Ambiental da SVS
cis-Cl,CA — Acido cis-3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano-carboxilico

cm — Centimetro



Colsan — Associagao Beneficente de Coleta de Sangue

CONEP — Conselho Nacional de Etica em Pesquisa do Ministério da Saude
DDE - Dicloro-difenil-dicloroetileno

DDT - Dicloro-difenil-tricloroetano

DEHP - Di(2-etilhexil)ftalato

DEP - Dietil fosfato

DMP — Dimetil fosfato

DMTP — Dimetiltiofosfato

DNA — Acido desoxirribonucleico

DP — Desvio padrao

GerES - German Environmental Survey

Gl - Trato gastrintestinal

HBM - Human Biological Monitoring — biomonitorizagdo humana limites
maximos toleraveis estabelecidos pela Alemanha

HBM | — Valor limite do biomarcador, estabelecido pela Alemanha, abaixo do
qual ndo ha risco de efeitos adversos a saude

HBM II - Valor limite do biomarcador, estabelecido pela Alemanha, acima do
qual ha um aumento do risco de efeitos adversos a saude nos individuos
susceptiveis

HCB - hexaclorobenzeno

B-HCH - B-hexaclorocicloexano

Hg — Mercurio

Hg® - Mercurio elementar

HgCl, - Cloreto mercurico



HIV | e Il - Virus da Imunodeficiéncia Humana

HPAs - Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos

HTLV I e Il - Virus linfotropicos humanos de células-T
IAL - Instituto Adolfo Lutz

IBMP - indice Biolégico Maximo Permitido

IC95% - Intervalo de 95% de confianca

IFCC - International Federation of Clinical Chemistry
IMC - indice de Massa Corpoérea

IRPTC - International Register of Potentially Toxic Chemical do Programa
das Nac¢des Unidas para o Meio Ambiente

IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry
LEO - Limites de Exposi¢cao Ocupacional

LnCd - Logaritmo natural das concentragdes de cadmio
LnHg- Logaritmo natural das concentragcdes de mercurio
LnPb — Logaritmo natural das concentragdes de chumbo
LQ - Limite de quantificagéo

LT - Limites de Tolerancia

MAX - Valor maximo

MeHg - Metilmercurio

MG — Média geométrica

Mg/dL — Micrograma por decilitro

Mg/g — Micrograma por grama

Mg/L — Micrograma por litro

Hg/m?® — Micrograma por metro ctbico



pm — Micrémetro

mg/kg — Miligrama por quilo

mmHg — Milimetro de mercurio

MLG - Modelo Linear Geral

N<LQ - Resultados abaixo do limite de quantificagao

NH4H,PO,4 — Fosfato de aménio

NHANES - National Health and Nutrition Examination Survey, estudo
populacional dos EUA

Ni-Cd — Niquel-cadmio

NRC - National Research Council, entidade n&o - governamental dos EUA
que da subsidios ao governo americano na area de ciéncia, tecnologia e
saude para adog¢ao de politicas

OEL - Occupational Exposure Limits

5 oxo-MEHP — Mono —(2-¢til-5-oxohexil)ftalato

50H-MEHP - Mono-(2-¢til-5-hidroxihexil)ftalato

PA - variavel pressao alterada

Pb — Chumbo

3-PBA — acido 3-fenoxibenzdico

PCBs - bifenilas policloradas

p/v — Peso por volume

P10 — Percentil 10

P30 — Percentil 30

P50 — Percentil 50

P65 — Percentil 65



P90 — Percentil 90

P95 - Percentil 95

P97,5 — Percentil 97,5

PVC - Policloreto de vinila

QI — Quociente de inteligéncia

Rh - Rédio

RMSP - Regido Metropolitana de Sao Paulo

SPSS - Statistical Package for the Social Sciences

SVS - Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude
TCA - Acido tricloroacético

TLVs - Threshold Limit Values

trans- Cl,CA - Acido trans-3-(2,2-diclorovinil)-2,2-dimetilciclopropano-
carboxilico

UBA - Umwelt Bundes Amt, Agéncia Ambiental Federal da Alemanha
UGHRI 6 — Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos 6, onde esta
grande parte da RMSP

UNIFESP — Universidade Federal de Sdo Paulo

USEPA - United States Environmental Protection Agency

USP — Universidade de Sao Paulo

v/v — Volume por volume

VR - Valores de referéncia

W — Tungsténio

WHO - World Health Organization



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -
Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Lista de Figuras

Definicdo de valores HBM da Alemanha e recomendacdes. .....12

Os dois tipos de selecdo de individuos para derivar valores
de referéncia, a posteriori € a priori. .........ccceevveeiiiiiiiiiiiiiieeee. 24

Procedimento para estimar limites de referéncia. ...................... 32

Rotas ambientais que contribuem para a exposigao humana
A0 ChUMDO. .o 36

Localizagdo dos Postos da Colsan da Regidao Metropolitana
de SA0 PAUIO ..o 59

Dinamica da coleta de sangue nos postos da Colsan e as
intervencbes da pesquisa para selecédo de doadores. ............... 62

Grafico dos Quantis da distribuicdo Normal x Concentracdes
de metais sem transformacgéao para logaritmo natural................. 81

Grafico dos Quantis da distribuicdo Normal x Concentragdes
de metais transformados em logaritmo natural .......................... 81

Distribuicbes dos logaritmos naturais das concentragdes de
cadmio para as duas faixas etarias, de toda populagao
estudada (A e B) e somente das concentragbes acima do
limite de quantificag@o (C € D).........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 83

Quantis da distribuicado Normal x concentragbes de Cd acima
do Limite de Quantificag8o .........ccoeeveveriiiiiiiiiiie e 84

Médias geométricas de chumbo em sangue (ug/L) da
populagao estudada, segundo sexo e faixa etaria. .................... 94

Médias geométricas de mercurio em sangue (ug/L) da
populagao estudada, segundo sexo e faixa etaria..................... 95

Médias geométricas de cadmio (ug/L) segundo sexo e faixa
B AN .. e 96



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Tabela 12 -

Lista de Tabelas

Niveis de precisdo, média de plumbemia (DP) e numero
amostral estimado por faixa etaria.............ccccoeeeeeiiiiiiiciiinnnnn. 57

Bolsas coletadas no més de setembro de 2006, por posto
da Colsan e numero de amostras calculadas
proporcionalmente ao numero de bolsas coletadas. ............... 58

Comparacao dos resultados das analises de chumbo e
cadmio em amostras de sangue (ug/L), realizadas nos
laboratoérios da UBA e da Cetesb ....oovvveeiiiiiiiiiiiiciiiieeeeee, 71

Numero de individuos que tiveram amostras de sangue
analisadas quanto ao conteudo de Pb, Cd e Hg, e numero
de perdas, segundo sexo e faixa etaria ...........ccccccceeeeeiiiiiiin. 77

Distribuicdo dos doadores pesquisados, segundo posto de
coleta da Colsan localizados na RMSP. Novembro de 2006...77

Populacéo estudada, segundo faixa etaria (anos), nivel de
escolaridade e renda per capita (reais)..........ccccceeeeeeeeeeeeeeennnn, 78

Distribuigdo dos doadores segundo municipio de residéncia..79

Distribuicdo das concentragdes (ug/L) de Pb , Cd e Hg no
sangue da populagdo estudada...........ccooeeeeeiiiiiiiiiiiie e 85

Relacao de potenciais determinantes com concentragao de
chumbo em sangue: Estimativa do parametro, Erro padrao,
IC95% da Estimativa do parametro e significancia (p) na
Regressé&o Linear Univariada ..., 87

Relagao de potenciais determinantes com concentragao de
mercurio em sangue: Estimativa do parametro, Erro padrao,
IC95% da Estimativa do parametro e significancia (p) na
Regressé&o Linear Univariada ..., 89

Resultados da regressao linear multipla relativa a
associagao significativa (p<0,05) entre concentragdo de
chumbo em sangue e as variaveis explicativas........................ 92

Resultados da regressdo linear multipla relativa a
associacao significativa (p<0,05) entre concentracdo de
mercurio em sangue e as variaveis explicativas ....................... 92



Tabela 13 -

Tabela 14 -

Tabela 15 -

Tabela 16 -

Tabela 17 -

Tabela 18 -

Tabela 19 -

Tabela 20 -

Tabela 21 -

Relacionamento das variaveis sexo e faixa etaria com os
niveis de chumbo no sangue............cccccooviiiiii 94

Relacionamento das variaveis sexo e faixa etaria com os
niveis de Mercurio NO SANGUE ........cccuviiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeee e 95

Relacionamento das variaveis sexo e faixa etaria com os
niveis de cadmio NO SANQUE ........cceevviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 96

Valores de referéncia para Pb, Cd e Hg em sangue (ug/L),
derivados dos valores ajustados a partir das distribui¢cdes e
corrigidos No caso do CAAMIO .......uuviviiiiiiieeeeie e 97

Distribuicdo dos casos de concentracédo de Cd em sangue
acima dos valores de referéncia (VR).........cooovvviiiiiiieeeeeninnnn, 98

Distribuicdo dos casos de concentragdo de Pb em sangue
acima dos valores de referéncia.............cocooevvviiiiicciieeeeeeeeee, 99

Distribuicdo dos casos de concentracdo de Hg em sangue
acima dos valores de referéncia...........ccccuvvvvveeieniiiiiiiiiiiinnnnnes 99

Valores e intervalos de referéncia propostos para chumbo,
cadmio e mercurio em sangue de adultos (ug/L) em
diversas populagies ........ccoveeeiviiiiiiiiiie e 103

Médias anuais das concentragbes de chumbo no ar em
quatro estacdes de monitoramento da Cetesb. 1993 a 2003 111



Lista de Quadros

Quadro 1 - Principais alteragdes realizadas no questionario do estudo
piloto para ser usado no estudo com doadores......................... 56

Quadro 2 - Descricao das informagdes incluidas no questionario dos
doadores de sangue com as justificativas para sua inclusao.....64



Resumo

Kuno R. Valores de referéncia para chumbo, cadmio e mercurio em
populacdo adulta da Regido Metropolitana de Sdo Paulo [tese]. Sao Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de S&do Paulo; 2009. 166p.

O uso de biomarcadores para avaliar a exposi¢cao da populacdo humana a
contaminantes ambientais, a biomonitorizagdo humana (BH), fornece uma
relacdo direta entre exposicdo a substancia quimica e a dose interna. Os
resultados da BH da populagcéo geral devem ser comparados com valores de
referéncia (VR), obtidos de um grupo definido da populagdo geral e derivados
por método estatistico. Esses VR, em geral, determinam o limite superior da
exposi¢ao basal. O objetivo deste estudo foi derivar VR de chumbo, cadmio e
mercurio em sangue para a populagao adulta da Regido Metropolitana de Sao
Paulo (RMSP), e verificar associagéo entre os niveis desses metais no sangue
e variaveis socio-demograficas e de estilo de vida. Foram coletadas amostras
de doadores de sangue em 9 postos de coleta em 2006, que residiam na
RMSP, ndao fumantes e sem exposicdo ocupacional aos metais estudados.
Informagbes sobre as variaveis de interesse foram obtidas por meio de
questionario. Os VR derivados correspondem ao limite superior do 1C95% do
P95, e foram para homens de 18 a 39 anos 59,73 pg/L para Pb, 0,41 ug/L para
Cd e 4,30 ug/L para Hg; para mulheres 47,09 ug/L para Pb, 0,48 ug/L para Cd
e 3,71 ug/L para Hg. Para homens de 40 a 65 anos 79,84 ug/L para Pb,
0,35 ug/L para Cd e 5,10 ug/L para Hg; para mulheres 63,10 pg/L para Pb,
0,44 ug/L para Cd e 6,10 pg/L para Hg. Os VR de chumbo mostraram-se
inferiores aos derivados para a populacdo de Londrina (Brasil), foram
semelhantes aos da Republica Checa e Alemanha, mas superiores aos do
estudo populacional dos EUA (NHANES). Os VR de Cd foram bem inferiores
aos das populagdes desses paises, cujos valores estdo acima de 1 ug/L.
Os VR de Hg foram semelhantes aos dos EUA e superiores aos da Alemanha
e Republica Checa. Os niveis de Pb e Cd em sangue apresentaram associagéo
significativa com sexo e faixa etaria. Homens apresentaram 50% mais chumbo
em sangue, e individuos entre 40 e 65 anos apresentaram 23% mais chumbo
em relagao aos de 18 a 39 anos. A variavel que mais contribuiu para os niveis
de Hg foi consumo de peixe, sendo que o consumo didrio ou mais que uma vez
por semana foi associado a um aumento de 107% de mercurio em sangue em
relagéo a categoria que ndo consome peixe. Possuir restauracdo de amalgama
aumentou 24% os niveis de mercurio, e ter entre 40 e 65 anos aumentou 19%
em relagdo a faixa de 18 a 39 anos. Niveis de escolaridade mais baixos
estiveram associados a concentragdes menores de mercurio. As meédias
encontradas indicam que a populagdo estudada ndo esta exposta a niveis
preocupantes dos metais estudados. Os VR aqui propostos devem ser
utiizados na comparacdo com dados observados em populacbes de
caracteristicas semelhantes e de areas urbanas.

Descritores: 1.Valores de referéncia 2.Chumbo/sangue 3.Cadmio/sangue
4 Mercurio/sangue  5.Monitoramento ambiental 6.Qualidade ambiental
7.Saude ambiental



Summary

Kuno R. Reference values for lead, cadmium and mercury in blood of adults
from the Metropolitan Area of Sao Paulo (Brazil) [thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2009. 166p.

The use of biomarkers to assess the exposure of humans to environmental
contaminants, human biomonitoring (HB), provides a direct relationship
between chemical exposure and internal dose. The results of the HB of the
general population should be compared with reference values (RV) obtained
in a defined group of the general population and derived by statistical
methods. These RV generally determine the upper limit of the exposure
baseline. The aim of this study was to derive RV for lead, cadmium and
mercury in blood of adults from the Metropolitan Area of Sao Paulo (MASP)
(Brazil), and to investigate the association between blood metals and
sociodemographic and lifestyle factors. Samples from blood donors were
collected in 9 blood centers in 2006, they were residents in the MASP, non
smokers, and without any occupational exposure to the studied metals.
Information about variables of interest was obtained by questionnaire. The
RV derived for men aged 18 to 39 years were 59,73 ug/L for Pb, 0,41 ug/L
for Cd e 4,30 ug/L for Hg; for women 47,09 ug/L for Pb, 0,48 ug/L for Cd and
3,71 ug/L for Hg. For men aged 40 and 65 years 79,84 ug/L for Pb, 0,35 ug/L
for Cd and 5,10 pg/L for Hg; for women 63,10 ug/L for Pb, 0,44 ug/L for Cd
and 6,10 ug/L for Hg. The RV for lead appeared to be lower than those
derived for the population of Londrina (Brazil), were similar to the Czech
Republic and Germany, but higher than the one observed in a study of the
U.S. population (NHANES). Conversely, RV for Cd were well below of those
from these countries, which have values above 1 ug/L. The RV for Hg were
similar to the U.S and higher than the value in Germany and in the Czech
Republic. The levels of Pb and Cd in blood showed a significant association
with sex and age. Men had 50% more lead in blood, and individuals between
40 and 65 years old showed 23% more lead than those in 18 to 39 years old.
The variable most related to the levels of Hg was fish consumption. A daily or
more than once a week consumption was associated with an increase of
107% of mercury in blood when compared to a group without fish
consumption. Amalgam fillings increased mercury levels in about 24%, and
40 to 65 years old group had 19% more Hg than 18 to 39 years old.
Individuals with basic education showed significantly lower mercury levels
than those with higher education. The average means showed that the
studied group is not exposed to high levels of these metals. The RV
proposed here should be used in comparison with data observed in
populations of urban areas with similar characteristics.

Descriptors: 1.Reference values 2.Lead/blood 3.Cadmium/blood
4 Mercury/blood  5.Environmental monitoring  6.Environmental quality
7.Environmental health



1 INTRODUCAO

A partir do século passado, com a expansao da utilizacdo de
substancias quimicas na industria e na agricultura, o homem viu-se exposto
a essas substéncias tanto no ambiente de trabalho como no seu
macroambiente, o que passou a exigir um estudo minucioso desses
xenobidticos (compostos de origem externa ao organismo) quanto aos seus
efeitos bioldgicos e toxicologicos. Pesquisas foram feitas com a finalidade de
desenvolver métodos praticos para a medida direta desses eventos
biolégicos ou respostas que resultam da exposicdo humana aos
xenobidticos (Decaprio, 1997; Apostoli, 2002). Essa medida direta €
realizada por meio de “marcadores bioldgicos” ou “biomarcadores”, ou ainda
“‘indicador biologico”, que refletem as alteragdes moleculares e ou celulares
que ocorrem em um sistema ou amostra biolégica de um organismo.
O National Research Council (NRC, 1987) classifica os biomarcadores em
trés tipos, de exposicao, de efeito e de suscetibilidade, os quais indicam a

evolugao de eventos e comportamento do organismo frente a exposicao.

Biomarcadores

De maneira geral, pode-se definir o biomarcador de efeito como

qualquer mudancga que pode predizer quali ou quantitativamente um dano a



Introdugdo 2

saude ou indicar a existéncia de condi¢gdes que podem resultar em prejuizo
a saude decorrente de uma exposig¢ao. Por exemplo, a inibicdo da atividade
da enzima &-aminolevulinico desidratase eritrocitaria (8-ALA-D) é um
biomarcador de efeito decorrente da exposigdo ao chumbo inorgéanico; e a
microproteinuria, que indica alteragdo nos tubulos renais, decorrente de
exposig¢ao ao cadmio.

O biomarcador de suscetibilidade exprime uma condi¢gao adquirida ou
congénita e tem como base a capacidade limitada do organismo de fazer
frente a exposicdio a um xenobidtico. Esses biomarcadores de
suscetibilidade incluem diferengas inatas de metabolismo, variagdo nos
niveis de imunoglobulinas, e outras variagées na absor¢cao, metabolismo, e
resposta a agentes ambientais. Finalmente, o biomarcador de exposigao
pode ser a identificacdo de uma substancia exégena ao organismo em
tecidos e fluidos, o produto de interagao entre o xenobidtico e componentes
enddgenos, ou outro evento no sistema bioldgico relacionado a exposicao.
Esse biomarcador expressa a dose interna, isto €, a quantidade do
xenobidtico que realmente é absorvida pelo organismo (NRC, 1987;
Della Rosa et al., 2008).

Idealmente, um biomarcador de exposicao deve ter uma medida que
varie de acordo com a intensidade da exposigdo (especialmente a baixas
doses), deve ser especifico para a exposicdo ambiental em questdo,
detectavel em quantidades tracos, possivel de ser obtido por técnicas nao
invasivas e ter baixo custo analitico. Atualmente ha poucos biomarcadores

que possuem todas essas caracteristicas, mas mesmo assim é crescente o
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seu uso para avaliar a exposi¢ao, pois sao indicadores altamente sensiveis
da exposicgao individual a contaminantes, que possibilitam a medida da dose
interna e integram todas as vias e fontes de exposicdo. Os biomarcadores
também podem indicar exposicao passada (p.ex. a presenca de chumbo em
dentes deciduos), exposicdo recente a uma fonte externa (como a
determinagcao de composto organico volatil no ar expirado) e até mesmo
exposicoes futuras a fontes internas (no caso de pesticidas acumulados em
tecido adiposo) (World Health Organization - WHO, 2000a).

Esses marcadores sao também ferramentas uteis na vigilancia a
saude para monitorar a exposicao de individuos ou populagdes a
substancias quimicas, pois fornecem dados mais precisos do que a
avaliagdo da exposi¢cao via determinacdo dos xenobidticos no ambiente
(WHO, 2000a). Por exemplo, grupos de populagao “sob risco” podem ser
identificados quando os valores do biomarcador de exposi¢cao ou efeito
desses grupos apresentam desvios em relacdo a meédia da populagao

(WHO, 1993).

Avaliacdo da exposicao a xenobiodticos

A avaliagdo da exposicdo humana a contaminantes presentes no
ambiente externo ou ambiente de trabalho vem sendo tradicionalmente
estimada pela medida periédica dos contaminantes em amostras ambientais

tais como ar, agua e solo, denominada monitorizagdo ambiental. Essa
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avaliagdo, se combinada com as medidas periddicas de determinada
substancia quimica ou seu metabdlito na populagcdo exposta
(biomonitorizagdo humana-BH), pode melhorar a qualidade das avaliagdes
de risco, pois fornece uma relagcao direta entre exposicdo a substancia
quimica e a dose interna, e possiveis efeitos a saude (WHO, 1993).
Também o uso de marcadores de exposi¢ao pode auxiliar o diagndstico
clinico quando a relagao entre o biomarcador e o efeito ja estd bem
estabelecida (WHO, 2000a).

Dessa maneira, a BH complementa a monitorizacdo ambiental e é
utilizada usualmente em Saude Ocupacional e Ambiental para verificar a
adequacao com os padroes legais definidos para cada substancia. Assim, a
monitorizacdo da exposi¢cao de trabalhadores ou da populagdo geral € um
procedimento que consiste em uma rotina de avaliagdo e interpretagao de
parametros bioldgicos e/ou ambientais, com a finalidade de detectar os
possiveis riscos a saude comparando-se com referéncias apropriadas
(Berlin et al., 1984" apud Apostoli, 1999).

A BH vem sendo utilizada ha mais de meio século na industria
como estratégia de prevencdo na vigilancia médica de trabalhadores
(Boogaard, 2007). Porém nos ultimos 20 anos € crescente a sua
utilizacdo como uma ferramenta para politicas em saude ambiental
(United States Environmental Protection Agency — U.S.EPA, 2003).
Mais do que as medidas realizadas no ambiente externo, ela fornece

informacdes sobre a "polui¢cdo individual". Na area ambiental, a BH nao

* Berlin A, Yodaiken RR, Henman BA. Assessment of toxic agents at the workplace. Roles
of ambient biological monitoring. Hague Nijhoft, Boston, 1984.
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apenas fornece informacdes valiosas sobre a exposicdo e seus possiveis
efeitos na saude, mas também é de grande utilidade na identificagcao
preventiva de riscos, e serve de base para a adogdo e avaliagao de
politicas ambientais (Casteleyn et al., 2007).

Um fato muito importante que colocou definitivamente os indicadores
biolégicos como instrumentos valiosos na avaliagao da exposi¢gao ambiental
da populagdo geral, foi o desenvolvimento da quimica analitica que
possibilitou a determinagcdo de compostos em concentragbées muito baixas
nas diversas matrizes bioldgicas, ja que os niveis de exposi¢ao da
populagcdo geral usualmente s&do mais baixos do que os niveis aos quais 0s
trabalhadores estdo submetidos (Mutti, 1999). No passado era usual a
detecgao desses contaminantes apenas em trabalhadores expostos, pois os
limites de deteccao praticados eram muito altos. Esse fato levava ao errbneo
entendimento de que os contaminantes nao estavam presentes na
populacdo considerada nao exposta, hoje sabe-se que isso nédo é verdade,
especialmente para os metais que sdo compostos naturalmente presentes
na biosfera terrestre.

Os dados de biomonitorizagdo humana tém crescido de tal forma que
nos ultimos 20 anos estes vém sendo utilizados para estabelecer e revisar
limites de exposicdo ocupacional, e para fornecer dados sobre exposi¢ao
nos processos de avaliagdo de risco. Como parte dessa estratégia, é
fundamental conhecer os niveis basais de exposi¢ao da populacéo geral, os

chamados valores ou intervalos de referéncia (Levy et al., 2007).
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Valores de referéncia e valores maximos admissiveis

O emprego de valores de referéncia (VR) sempre esteve relacionado
a interpretacdo de resultados de exames de analises clinicas. Os médicos
geralmente usam o termo “valor normal”’, enquanto que os toxicologistas
preferem o termo “niveis background”. O termo “valores normais”,
dependendo do contexto utilizado, pode significar o valor associado com a
auséncia de doenga (nao-patolégico, sadio) ou o valor normalmente
encontrado na populagao (comum, frequiente, tipico) (Apostoli, 1999).

Devido ao aumento do conhecimento sobre as variagdes nos
componentes do organismo humano decorrentes de processos fisioldgicos e
patolégicos, diferencas genéticas e fatores ambientais, tornou-se necessaria
uma interpretacdo mais precisa e abrangente dos exames de laboratdério.
Para essa interpretacdo € necessario conhecer como ocorrem essas
variagdes nos sujeitos em estudo e este conhecimento é obtido com valores
de um ou mais individuos de “referéncia” (Solberg, 1987a).

O conceito de VR como uma alternativa ao valor normal para
interpretar os dados de quimica clinica foi introduzido por Grasbeck e Saris
(1969), no final dos anos 1960. Esses dois pesquisadores sugeriram que
para a interpretacdo dos resultados das determinacgdes laboratoriais, estes
deveriam ser comparados com uma referéncia que seriam os valores
derivados de individuos classificados como “controles”. E os controles néo
seriam, necessariamente, individuos “saudaveis” e nem precisariam ser
representativos da “populagdo geral”. Deveriam ser individuos com

caracteristicas definidas e declaradas.
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No caso do valor de referéncia (VR) para uma substancia quimica em
material biolégico (por exemplo, sangue, urina), este € também derivado por
meétodo estatistico a partir de uma série de resultados de medidas em
amostras obtidas de um grupo definido da populagdo geral. Porém, a
utilizacao do valor de referéncia é para avaliar a exposi¢cao de individuos ou
grupos da populagdo aos contaminantes, pois ao se comparar os dados
encontrados nesses individuos com o valor de referéncia, este representa a
exposicao “background” ou basal (Umwelt Bundes Amt - UBA, 2008).

A simples presenga da substancia quimica ou de seu metabdlito nas
amostras biologicas mostra que houve exposicdo, ou seja, ocorreu a
absorgao dessa substancia a partir do meio externo para o corpo, porém nao
significa que ha risco de ocorréncia de efeitos adversos para o organismo.
Por isso, além dos valores de referéncia, € necessario estabelecer limites
maximos de dose interna admissiveis ou toleraveis que protejam a saude
das populacbes. Esses valores limites sdo fundamentados em relacoes
dose-resposta, em estudos epidemiolégicos e em outros fatores como
co-exposicoes, habitos culturais e variaveis demograficas (Mutti, 1999).

Para o entendimento da importédncia e aplicacdo dos valores de
referéncia (VR) e limites maximos admissiveis, € didaticamente interessante
fazer um paralelo com os valores de comparacdo utilizados no
monitoramento ambiental. Ao se monitorar o ambiente com a determinagao
da concentragdo do agente téxico no ambiente, o critério de aceitabilidade
sao os valores maximos admissiveis. Para o ambiente ocupacional, esses

valores recebem diferentes denominagdes como Limites de Exposicéo
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Ocupacional (LEO), Limites de Tolerancia (LT), Threshold Limit Values
(TLVs) ou Occupational Exposure Limits (OEL), e referem-se as
concentragbes das substancias quimicas dispersas no ar e representam
condicbes as quais, acredita-se, que a maioria dos trabalhadores possa
estar exposta, repetidamente, dia apos dia, durante toda a vida do
trabalhador, sem sofrer efeitos adversos a saude (American Conference of
Government Industrial Hygienists - ACGIH, 2005).

No caso do ar atmosférico externo, os valores maximos admissiveis
sdo denominados Padrbes de Qualidade do Ar e sdo os limites maximos
para a concentragao de um poluente na atmosfera, que garante a protecao
da saude, definidos em normas legais. Esses padrbes sdo baseados em
estudos cientificos dos efeitos produzidos por poluentes especificos e sao
fixados em niveis que possam propiciar uma margem adequada de
seguranca (Brasil, 1990).

Os valores maximos admissiveis para poluentes no ambiente externo
sdo mais baixos do que no ambiente ocupacional. Essa diferenca deve—se a
diferentes cenarios de exposigcao a que os trabalhadores e a populacao geral
estdo submetidos, além das diferengas intrinsecas dos individuos a serem
protegidos, tais como a presencga de idosos e criangas na populagao geral.
Assim, os trabalhadores e a populagdo geral podem estar expostos a
contaminantes liberados pela mesma fonte, porém, ndo se pode esquecer
das caracteristicas intrinsecas de cada tipo de exposi¢gao. Normalmente, as
concentracdes as quais os trabalhadores estdo expostos sdo mais elevadas

do que na exposicdo da populagdo geral. Enquanto o tempo de exposigao
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no ambiente ocupacional é restrito a 8 horas diarias, por 5 ou 6 dias
semanais, no ambiente externo a populagao fica exposta 24 horas por dia ao
agente toxico.

Outra diferenca entre as duas exposi¢cdes € em relagao ao agente
téxico. No ambiente ocupacional € comum a presenga de uma ou mais
substancias conhecidas, pois estao relacionadas ao processo produtivo.
Ja na exposicdo ambiental, dependendo da area geografica, varias
substancias e seus produtos de transformagdao podem estar presentes
concomitantemente no ambiente, em concentragdes baixas usualmente de
dificil deteccdo. Assim, a avaliagdo da exposicdo a contaminantes
ambientais bem como dos seus efeitos na populacdo geral, deve ser
realizada de maneira criteriosa utilizando todas as informacdes disponiveis,
tanto toxicoldgicas e epidemioldgicas como ambientais.

As normas de saude ambiental sdo muito mais restritivas que as de
saude ocupacional. A diferenca é justificada porque, além das razdes ja
mencionadas, na comunidade encontram-se também grupos sensiveis,
como idosos, enfermos, criancas e mulheres gravidas, enquanto que a
populacdo ocupacional, em geral, € composta por adultos com saude
suficientemente boa para trabalhar (Yassi e Kjellstrom, 2001).

Na biomonitorizacdo (BH), os resultados também devem ser
comparados com referéncias apropriadas. Os valores de BH em
trabalhadores devem ser comparados com os Limites Bioldgicos de
Exposicdo. No Brasil, esse limite é denominado indice Bioldégico Maximo

Permitido (IBMP) e é equivalente ao Biological Exposure Indice (BEI) da
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ACGIH (American Conference of Governmental Industrial Hygienists).
Segundo Della Rosa et al. (2008), esses limites devem ser vistos como
niveis de adverténcia, propostos com base no conhecimento da relagao
dose-resposta, e ndo como valores que separam exposi¢gdes seguras de
exposi¢des de risco. Para um numero razoavel de substancias quimicas de
origem industrial, critérios derivados a partir de estudos de biomonitorizagao
da exposi¢ao ocupacional estdo bem estabelecidos, porém isso ainda nao
ocorre para a biomonitorizagdo da exposicao ambiental (Boogaard, 2007).
Na area ocupacional, também é possivel comparar os dados de BH em
trabalhadores com uma populagao de referéncia tal como na BH ambiental,
para dar subsidios as politicas de prevengdo na area de saude do
trabalhador (Alessio, 1992 ; Apostoli, 1999).

No caso da biomonitorizagao da populagao geral, os valores utilizados
para comparagdo podem ser tanto os valores limites toleraveis como os
valores de referéncia. Alguns paises vém derivando os valores ou intervalos
de referéncia na populacédo geral a partir de estudos de biomonitorizagao
humana com grande numero de individuos, como os desenvolvidos na
Alemanha (German Environmental Survey-GerES) e nos Estados Unidos
(National Health and Nutrition Examination Survey-NHANES).

O GerES da Alemanha é um estudo de base populacional
representativo para determinar a exposicdo da populagdo geral a
contaminantes ambientais. O primeiro estudo foi conduzido no periodo
1985-1986, seguido dos de 1990-1992, de 1998 e de 2003-2006. Este ultimo

teve como foco criangas e adolescentes. Um dos principais objetivos dos
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GerES é gerar, atualizar e avaliar dados representativos visando o
acompanhamento de fatos relacionados a saude ambiental e compilar
informacdes a nivel nacional. Cerca de 5 mil individuos participam a cada
estudo. Os resultados também servem para estabelecer valores de
referéncia, indicar tendéncias ao longo do tempo e diferencas regionais nos
niveis de contaminantes e para identificar e quantificar as rotas de
contaminagdo. Dessa maneira, o GerES possibilita planejar e avaliar as
estratégias preventivas e de controle relacionadas a saude e ambiente
(UBA, 2006).

A Comissdo de Biomonitoramento Humano da Alemanha também
define alguns limites maximos toleraveis denominados valores de
biomonitoramento humano — HBM (Human Biological Monitoring) para
comparar com os dados obtidos na populagéo geral. Os HBM sao derivados
de estudos toxicolégicos e epidemiologicos e podem ser considerados
limites bioldgicos de exposi¢cao. Dois niveis sao definidos: HBM | e HBM I
(Figura 1). O valor de HBM | representa a concentracdo da substancia no
material biolégico humano abaixo da qual, de acordo com o conhecimento e
julgamento da Comissao, nao ha risco de efeitos adversos a saude. O HBM
Il representa a concentragdo da substancia no material biolégico humano
acima da qual ha um aumento do risco de efeitos adversos a saude nos
individuos susceptiveis da populagao geral. O HBM | pode ser considerado
um valor de alerta (do ponto de vista toxicolégico), e conseqlientemente néo
ha necessidade de intervencéo, e o HBM Il um nivel de intervengao ou acao,

com necessidade urgente de reduzir a exposi¢cao e fornecer tratamento
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médico individual. Valores entre HBM | e HBM Il requerem confirmagdes que
podem ser feitas através do aumento da freqtiéncia de analises laboratoriais
além de medidas para reduzir as fontes potenciais de exposicdo. O HBM |
representa, portanto, um valor de controle ou de verificagdo (Ewers et al,

1999; Schulz et al., 2007a).

Efeitos adversos a saude Recomendacao
Possivel - Tratamento médico
- Acao imediata para reduzir exposi¢ao
HBM I
N&o se pode excluir com certeza | - Conferéncia dos resultados analiticos
suficiente - Indentificar fontes especificas de exposicédo
- Reduzir exposi¢ao para niveis adequados
HBM |

Nao esperado a luz dos Nao ha necessidade da adogéo de medidas
conhecimentos atuais

Figura 1 - Definicao de valores HBM da Alemanha e recomendacbes
FONTE: Schulz et al. 2007a

Até hoje, a Comissdo de Biomonitoramento Humano da Alemanha
derivou valores HBM para chumbo em sangue (Wilhelm et al., 2004),
pentaclorofenol em soro e urina, cadmio na urina e mercurio em sangue €
urina (Schulz et al., 2007a).

Os VR sao definidos pela mesma Comissdo, como valores derivados
estatisticamente que indicam a margem superior da exposicao basal
“background” para um dado poluente numa dada populagédo em um tempo
determinado. Eles podem ser usados para estimar a exposi¢cao basal ubiqua

de individuos ou grupos da populagdo. Devido a mudangas as quais as
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condigdes ambientais estdo sujeitas, os valores de referéncia sao
continuamente checados e atualizados (Schulz et al., 2007a).

Deve-se reforgar que os VR sdo derivados estatisticamente e nao
representam valores orientadores baseados em efeitos na saude. Assim, se
a concentragcao de um poluente no sangue ou urina excede o VR, isto ndo
significa, necessariamente, que ha um aumento do risco a saude. Por outro
lado, ndo se exclui um risco a saude somente porque a concentragao
medida de um poluente esta abaixo do VR (Schulz et al., 2007a).

Até hoje, a Comissao de Biomonitoramento Humano da Alemanha ja
estabeleceu VR para arsénio, cadmio, chumbo, niquel, mercurio, platina e
pentaclorofenol na urina ou/e sangue, e para metabdlitos de DEHP - Di
(2-etilhexil)ftalato - (5 oxo-MEHP, 50H-MEHP), de organofosforados (DMP,
DMTP, DEP), de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (1-hidroxipireno),
de piretréide (cis-Cl,CA, trans- CI,CA, 3-PBA) na urina, bifenilas policloradas
(PCBs), para B-hexaclorocicloexano (B-HCH), hexaclorobenzeno (HCB) e
diclorodifeniltricloroetano (DDE) em sangue e em leite humano para
alguns PCBs e praguicidas organoclorados (B-HCH, HCB, total DDT)
(Schulz et al., 2007a).

Outros paises como Republica Checa, Eslovénia e Italia também
realizam estudos populacionais visando determinar valores de referéncia.
No Brasil, Paoliello et al. (2001), estabeleceram valores de referéncia para
chumbo em uma populagdo nédo exposta ocupacionalmente da cidade de

Londrina.



Introdugdo 14

Assim, o VR é um valor derivado de estudos populacionais que
determina a concentragao do analito de interesse em fluidos (ou outros
materiais bioldgicos) em individuos de uma populacdo, a partir da analise
estatistica dos valores medidos. E utilizado para determinar o limite superior
da exposicao basal da populagao geral, num determinado momento. O VR
nao representa, portanto, um critério de normalidade para uma analise
toxicolégica, e deve ser usado para identificar individuos com nivel de
exposicao ambiental aumentado (em relagcdo a exposigdao basal) a
determinada substancia. Os VR nao sao derivados a partir de dados de
saude ou toxicoldégicos, como sao os limites biolégicos de exposicao (Ewers
et al., 1999; Schulz et al., 2007a). Em alguns casos & necessario interpretar
os VR juntamente com os valores considerados limites para protegao da
saude da populacdo de interesse (trabalhadores ou populagdo geral)
(Apostoli, 1999). Ressalta-se mais uma vez que os valores maximos
permitidos definidos para o trabalhador, ndo sdo os mesmos que devem ser
adotados para a populagao geral como ja discutido anteriormente.

O calculo do VR é feito a partir de uma amostra, oriunda da populagao
de referéncia. Esta exclui os individuos expostos ao xenobiético devido a
situacdes de contaminacdo ambiental e/ou de trabalho. Devem ser definidos
diferentes VR para subgrupos da populagdo, os quais podem apresentar
diferentes niveis de exposicao e de absorcdo, metabolizacdo e excrecado dos
toxicantes, como no caso de homens e mulheres, criancas, adolescentes e
adultos. De acordo com Ewers et al. (1999), os valores de referéncia devem

ser revisados conforme ocorram alteragdes nos niveis basais da populacao
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geral, ou seja, eles deverao ser revistos periodicamente sempre com base
nos resultados de estudos recentes (Ewers et al., 1999; Schulz et al., 2007a).

No item 2.1 sera detalhada a metodologia de derivagao de VR.

Algumas experiéncias de biomonitorizagdo humana

Na literatura encontram-se muitos estudos de biomonitorizagao de
populacdes para avaliacdo da exposicdo a contaminantes quimicos
ambientais, porém poucos deles tém por objetivo derivar valores de
referéncia. Os principais estudos, cuja abrangéncia demografica faz com que
tenham uma maior representatividade sdo o National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES), realizado pelo Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) nos EUA, o German Environmental Survey (GeES) da
Alemanha e o Environmental Health Monitoring System in the Czech
Republic, estudo nacional da Republica Checa.

O National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) é um
inquérito nacional dos Estados Unidos, que coleta dados sobre o estado de
saude e nutricional de adultos e criancas no pais. O NHANES, além de obter
informacgdes sobre fatores relacionados a saude, faz exames fisicos e coleta
amostras da populacdo para testes de laboratério, incluindo analise de
contaminantes ambientais. Iniciado em 1999, o NHANES é um estudo
populacional continuo, a populagdo americana € amostrada anualmente, e

os dados sao publicados a cada dois anos. O plano de amostragem é
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complexo para poder selecionar uma amostra representativa da populacao
civil ndo institucionalizada dos EUA (CDC, 2005a).

O German Environmental Surveys (GerES), estudo populacional da
Alemanha, realizado desde a década de 80 tem por principal objetivo
analisar e documentar a extensado, distribuicdo e os determinantes da
exposi¢cao aos poluentes ambientais da populagdo geral da Alemanha.
Os trés principais instrumentos de pesquisa do GerES sao biomonitoramento
humano (HBM), monitoramento do ambiente doméstico, e a coleta de
informacdes por meio de questionario sobre as vias de exposicdo e
condigdes de vida da populacao (Schulz et al., 2007b).

Ja a Republica Checa tem o Environmental Health Monitoring System
que coleta, processa e avalia os dados sobre poluicdo ambiental e seus
efeitos na saude da populacdo em 30 cidades inclusive a capital Praga.
E composto por subsistemas que estdo sendo conduzidos desde 1994.
Em 2007, o Sistema de Monitoramento foi formado por oito subsistemas
(projetos) relacionados a avaliagao de riscos e efeitos a saude decorrentes
da poluicao do ar, poluicdo da agua de consumo, ruido, dieta, ambiente
ocupacional e polui¢ao de solo urbano, outro de biomonitoramento humano,
além do de indicadores de saude (Puklova, 2008).

Com as informagdes obtidas nesses estudos, € possivel criar séries
historicas que propiciem a avaliagao sistematica dessas para identificar
tendéncias ao longo do tempo ou sazonais que subsidiem recomendacbes e
propostas de medidas a serem adotadas nas areas de saude publica e meio

ambiente.
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A BH vem sendo utilizada na area da Saude Ambiental fornecendo
subsidios consistentes para decisdes em saude, porém ha necessidade de
se buscar mais informagdes sobre os efeitos na saude dos diferentes
contaminantes ambientais e melhorar a interpretacdo dos dados de
biomonitoramento. Existe uma necessidade urgente de se definir valores
limite e valores de referéncia adequados para a populagao brasileira, para
que possam ser utilizados nos estudos de BH visando o diagndstico
ambiental e avaliacdo de risco a saude. A utilizacdo de valores de
referéncia e valores limites, sem levar em conta o entendimento amplo
sobre 0s mecanismos de acao do toxicante (modelo
toxicocinético/dinamico), tipo de populagdo exposta e condigdes de
exposicao especificas, podem conduzir a conclusées equivocadas na
estimativa do risco da exposi¢ao aos contaminantes.

Essa necessidade é percebida quando da utilizagdo de biomarcadores
em estudos que visam avaliar a qualidade ambiental ou estimar a exposigao
em estudos de avaliagao de risco. No Brasil, em casos, por exemplo, de areas
contaminadas, os dados obtidos nesses estudos sdo comparados com VR de
outros paises, normalmente com os dos EUA e Alemanha. Essas
comparacoes devem ser feitas com cuidado, pois os VR s&o especificos para
as caracteristicas da populagao para os quais foram derivados e do ambiente
fisico onde se encontra a populagdo estudada, pois as substancias de
interesse podem ser de origem tanto antrépica como natural.

Acompanhando a tendéncia mundial, a BH estd se configurando

também em um instrumento para decisdes na area de saude em nosso pais.
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Em 2006, iniciou-se o projeto piloto do | Inquérito Nacional de Populacdes
Expostas a Substancias Quimicas elaborado pela Secretaria de Vigilancia
em Saude — SVS do Ministério da Saude, por meio da Coordenagao Geral
de Vigilancia em Saude Ambiental — CGVAM. O projeto tem como objetivo
avaliar o nivel da exposicao humana a substancias quimicas de interesse a
Saude Publica e a identificacdo das populagdes sob risco de exposicao
aumentada. Deste modo, poderao ser subsidiadas a¢des de vigilancia cada
vez mais efetivas, tendo em vista a possibilidade de identificacdo de
prioridades quanto as substancias freqlientemente encontradas e as
caracteristicas das populagdes submetidas a tais exposic¢oes.

Em decorréncia do uso cada vez maior da BH, necessita-se a
definicdo de VR para os principais contaminantes de importancia para nosso
pais. A escolha dos contaminantes a serem avaliados deve ser feita
baseada ndo somente na ocorréncia destes na regiao e na sua toxicidade,
mas também na disponibilidade de biomarcadores para esses
contaminantes e a sua exequibilidade analitica.

A cidade de Sao Paulo e imediagdes, pelo alto nivel de
industrializagdo, apresentam varias areas decretadas contaminadas por
residuos de origem industrial. Segundo levantamento até novembro de 2007,
realizado pela Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental —
Cetesb, no estado de S&o Paulo foram contabilizadas 2272 areas
contaminadas, sendo 1185 localizadas na Regido Metropolitana de Sao
Paulo (RMSP). Os metais estao entre os principais grupos de contaminantes

encontrados nas areas contaminadas, quais sejam: solventes aromaticos,
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combustiveis liquidos, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS),
metais e solventes halogenados (Cetesb, 2007a).

Os metais séo, entre os poluentes tdxicos, caso unico em que todos
os elementos ocorrem naturalmente na biosfera. Sao contaminantes
ambientais ubiquos, podendo ser encontrados no solo, agua e alimentos.
Por essa razao, independentemente do seu uso seguro em processos
industriais e em produtos de consumo, alguma exposicdo humana aos
metais € inevitavel. Uma caracteristica especial desses metais é sua
tendéncia de acumular-se nos tecidos biolégicos e, em geral, a sua
eliminacao é lenta. Essa mesma caracteristica ocorre com os metais no
ambiente. Uma vez nesse sistema, os metais mantém-se por longo periodo
e a exposicao da populagdo a esses compostos, mesmo que a baixas
concentragdes pode resultar, a longo prazo, em efeitos prejudiciais a saude
como a diminuicao de QI em criangas expostas ao chumbo. Outro efeito
crbnico importante é a carcinogénese, e diversos metais foram
classificados como carcinégenos humanos. A toxicologia dos metais
sempre esteve associada a eventos de curto prazo, quando os efeitos sédo
agudos, bem evidentes. Nos dias atuais, observam-se ocorréncias a médio
e longo prazo, e as relagbes causa-efeito sdo pouco evidentes e quase
sempre subclinicas (Liu et al., 2008). Por isso, varios estudos vém sendo
desenvolvidos para estimar a exposicdo ambiental e identificar alteracdes
precoces na saude da populacgao.

Apesar de o chumbo, cadmio e mercurio estarem naturalmente

presentes no ambiente, as exposicdes humanas mais importantes sao
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decorrentes da atividade antrépica (McKelvey et al., 2007). Esses metais sao
importantes contaminantes ambientais devido aos sérios efeitos que causam
na saude humana e dos organismos em geral.

Assim, o presente estudo foi concebido com o propdsito de propor
valores de referéncia para chumbo (Pb), cadmio (Cd) e mercurio (Hg) para a

populacao adulta da Regido Metropolitana de Sao Paulo.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Metodologia de derivacao de valor de referéncia

A conceituacdo e os aspectos envolvidos na determinacido e
aplicacdao de VR foram extensamente estudadas por um comité de
especialistas da International Federation of Clinical Chemistry (IFCC)
(Apostoli, 1999) que com o propdsito de padronizar o estabelecimento e
publicacdo de valores de referéncia biologicos, publicou uma série de
recomendacdes sobre a teoria de valores de referéncia, entre eles:
Conceito de valores de referéncia (Solberg, 1987a); selecao de
individuos para produgdo de valores de referéncia (PetitClerc e
Solberg, 1987); tratamento estatistico dos valores referéncia coletados -
Determinacéo dos limites de referéncia (Solberg, 1987b); e apresentagao
dos valores observados relacionados aos valores de referéncia
(Dybkaer e Solberg, 1987).

As recomendacgdes da IFCC descrevem os principios e procedimentos
para a selecdo de populacbes de referéncia e derivagdo de valores de
referéncia. Apesar dessa metodologia ter sido concebida para aplicagdo no
campo da quimica clinica e hematologia, em grande parte, pode ser seguida
para derivacdo de VR para biomarcadores de exposicdo ambiental e

ocupacional (Poulsen et al., 1997).
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Os cuidados na escolha da populacdo de referéncia para
biomarcadores devem ser os mesmos recomendados para quimica clinica.
Normalmente a formagdo dos grupos de referéncia € feita por meio de
critérios de exclusao/inclusdo e de estratificacdo. Enquanto na quimica
clinica o principal fator de exclusdo é o estado de saude, na toxicologia
ambiental € a exposicdo anormal aos xenobidticos. Por exemplo, a
contaminagao natural ou antropogénica pode influenciar os VR para As, Hg,
Pb, benzeno ou praguicidas. Outras fontes de variabilidade sao alimento,
agua, fumo e consumo de alcool, que podem interferir nos niveis de analitos
como Cd, As, Hg, 1-hidroxipireno e acido hipurico (Apostoli, 1999). No caso
dos metais, além das condi¢des ambientais, devem ser consideradas como
critério de exclusao as alteragdes funcionais do organismo que podem estar
afetando a toxicocinética desses contaminantes (Apostoli, 1992).

Segundo a IFCC (Solberg, 1987a), os valores de referéncia s6 sao
significativos quando os individuos e métodos utilizados para sua derivagao
sdo descritos adequadamente. Sendo essencial especificar: a) os critérios
de inclusdo ou exclusédo usados para definir a populagao de referéncia; b) a
caracterizagao dos subgrupos quanto a idade, sexo, etnia, fatores genéticos
e sécio-econdbmicos, etc; c) as condigdes fisioldgicas e ambientais sob as
quais a populacao de referéncia foi estudada e as amostras foram coletadas
(periodo de coleta, ingestao de alimentos e medicamentos, fumo, gravidez
ou estagio do ciclo menstrual); d) tipo de material coletado, manuseio e
armazenamento das amostras; e) método analitico utilizado, inclusive seus
limites de deteccdo, especificidade, precisdo e exatiddo e f) método

estatistico usado para estimar os limites de referéncia.
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2.1.1 Selecédo dos individuos para a producéo de valores de referéncia

A IFCC discute no seu documento sobre selecdo dos individuos para
produgcdo de valores de referéncia, que a utilizagcdo de grupos saudaveis
como referéncia, deve ser avaliada com cautela. Tradicionalmente, os valores
de referéncia utilizados em quimica clinica sdo de individuos supostamente
saudaveis. Entretanto, saude ndo é uma condicdo bem definida e sim um
estado relativo, pois € conceitualmente diferente em diferentes paises, no
mesmo pais em épocas diferentes, e no mesmo individuo em idades
diferentes. Os valores de referéncia tém ampla utilizacdo, sao usados para
avaliar o estado de saude de individuos e populagdes, para identificar
pessoas sob risco de adquirir doenga, para ajudar nas decisbes em clinica
médica, e para diversos fins cientificos. Dessa maneira, o critério de saude na
selecdo da populagédo de referéncia deve ser orientado pelo objetivo da
pesquisa laboratorial, portanto, nem sempre os individuos de referéncia séo
pessoas saudaveis (PetitClerc e Solberg, 1987).

Na Figura 2, estdo esquematizados dois tipos de selecéo possiveis de
populagdes ou individuos. “A posteriori” ou retrospectiva, € a selegcao de
individuos a partir de uma amostra grande da populacédo obtida
aleatoriamente ou nao, seguida pela estratificacdo ou exclusdo, de acordo
com as caracteristicas do grupo da amostra de referéncia. Esse tipo de
selecdo é ideal para investigacao de critérios de excluséo e de estratificagao,
j@ que os grupos amostrados representam os principais elementos da
populacado geral, por exemplo, populacdo rural e urbana, classes soécio-

econdmicas, grupos étnicos, etc. “A priori” ou prospectiva, € a selegado de
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individuos da populagao geral usando critérios de exclusao e de estratificacao
estabelecidos em estudos prévios na mesma populagdo ou obtidos da
literatura. A selegdo a priori € muito mais conveniente, mas requer critérios
conhecidos ou arbitrariamente estabelecidos. Quanto mais dados disponiveis
na literatura, mais favorecido € esse tipo de selegdo (PetitClerc e Solberg,
1987). Para ambos os tipos de selegédo, o tamanho dos grupos amostrais é
determinado pela natureza dos critérios de exclusdo e do numero de critérios
de estratificacdo a serem aplicados. A selecdo a posteriori parece ser melhor
para producdo de valores de referéncia de individuos saudaveis, mas a

selecao a priori, pode ser aplicada a todas as situagdes.

Selecdo a posteriori Selecédo a priori
Populagéo
geral
—
| I
Amostra Amostra nao
aleatdria Aleatdria Amostra
>2000 >2000 pequena
T B
Tratamento
Fatores Exclus&o estatistico
Bioldgicos
Patologia Diviséo l
| Valores de referéncia
Tratamento
estatistico

l

Valores de referéncia

Figura 2 - Os dois tipos de selecao de individuos para derivar valores de referéncia,
a posteriori e a priori. FONTE: PetitClerc e Solberg, 1987
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Muitos fatores contribuem para a variabilidade biolégica e devem
fazer parte dos critérios de exclusdo e estratificagdo dos individuos de
referéncia. Também, o propdsito da utilizagdo dos valores de referéncia é
que vai determinar os critérios de exclusdo que serdo aplicados.
Por exemplo, os estudos epidemioldégicos e os programas de medicina
preventiva requerem valores de referéncia obtidos a partir de individuos
saudaveis, onde sao excluidos aqueles individuos que sofrem de doencas
sistémicas e disturbios fisiopatoldgicos (PetitClerc e Solberg, 1987).

Assim, dependendo da intengao do uso dos VR e no tipo quantitativo
da medida, alguns ou todos os seguintes critérios de exclusdo devem ser
aplicados: estados fisiopatoldgicos, uso de agentes farmacologicamente
ativos, estados fisiologicos alterados (gravidez, exercicio fisico, disturbios
mentais e psicoldgicos, ingestao de alimentos antes da coleta da amostra de
sangue) e outros (obesidade, hipertensao). No entanto, em alguns casos,
esses sao usados como critérios de estratificagao ou classificagao para obter
VR de grupos amostrais de referéncia bem identificados como consumidores
de bebida alcodlica, fumantes, mulheres que usam contraceptivos, mulheres
gravidas, individuos obesos, etc. (PetitClerc e Solberg, 1987).

A necessidade em subdividir os grupos de referéncia pode diferir com
as quantidades medidas e os usos dos VR. A estratificacdo deve ser limitada
aos VR que apresentam diferencas significativas. Por exemplo, a idade nao
deve ser necessariamente categorizada por intervalos iguais, e sim pela
variagdo das quantidades medidas conforme a idade. Esses intervalos

devem ser menores em periodos como a puberdade e a menopausa. Para
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categorizar criangas, a idade 0ssea, altura e massa corporea sao melhores
indicadores do que a idade (PetitClerc e Solberg, 1987).

Em alguns casos, a estratificagdo por origem étnica, area geografica
ou pigmentacdo da pele, pode ser de utilidade em algumas medidas;
em outras, os marcadores genéticos como grupo sanguineo e antigenos de
compatibilidade histolégica podem ser mais apropriados. A presenga ou
auséncia fenotipica de proteinas plasmaticas e de enzimas tissulares pode
ser util na obtencdo de grupos amostrais de referéncia homogéneos (por
exemplo, a4-antitripsina, apolipoproteina B, fenilalanina hidroxilase)
(PetitClerc e Solberg, 1987).

Também, a adaptacdo dos individuos ao seu ambiente ecoldgico
como ao seu estado socio-econdmico pode ser a principal fonte das
diferencas, por exemplo, a concentracdo de colesterol-S de asiaticos e
imunoglobulinas-S de negros africanos antes e apds emigragao para Europa
ou América (Wilding e Bailey, 1979" apud PetitClerc e Solberg, 1987).

Em resumo, a producdo de VR a partir de qualquer populagéo ou
individuos requer selecado apropriada e geralmente estratificacao, que deve
ser feita por meio de descrigdo cuidadosa das caracteristicas dos individuos
de referéncia e pela aplicacdo de critérios estabelecidos claramente

(PetitClerc e Solberg, 1987).

* Wilding P; Bailey A. The normal range. In: Williams DL; Nunn RF. Marks V. eds. Scientific
Foundations of Clinical Biochemistry, Vol. 1.London: Heinemann Medical Books Ltd, 1979;
451-459.
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2.1.2 Tamanho da amostra, determinagdo dos valores de referéncia e

apresentacao dos Valores ou Intervalos de Referéncia

O calculo do tamanho da amostra varia entre os estudos de derivagcao
de VR. Para propor VR para chumbo em sangue na populagdo do municipio
de Londrina, Paolielo et al. (1997) dimensionaram o tamanho da amostra
considerando o numero de habitantes da regido acima de 15 anos e a média
e desvio-padrao das plumbemias obtidas no pré-teste. A populagao estudada
foi formada por voluntarios contatados por meio do Conselho Regional de
Saude e Associagbes de moradores da regido. A International Federation of
Clinical Chemistry (IFCC) recomenda que o numero de valores para cada
subclasse deva ser de pelo menos 120 individuos (Solberg, 1987b). Em geral,
a distribuicdo das medidas bioldgicas ndao segue o modelo Gaussiano e por
essa razao, a IFCC recomenda a utilizagdo de intervalos n&o-paramétricos
que compreendem os valores entre os percentis 2,5 e 97,5. Ao estimar esses
intervalos usando 120 observagbes ou mais, sdo obtidos intervalos de
confianga mais estreitos para os percentis, 0 que da maior seguranca em
considerar um valor medido que esteja acima do limite superior do intervalo
de confianga para o P97,5 como um valor alto, incomum (Poulsen et al.,
1997). Ainda, a IFCC e vaérios autores concordam que a populacdo de
referéncia ndo pode ser determinada quantitativamente, uma vez que o
numero total de individuos de referéncia ou ndo expostos é desconhecido.
Dessa forma, a populagao de referéncia seria definida como uma entidade

hipotética e o calculo do tamanho de sua amostra, na pratica pretende apenas
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garantir um numero grande suficiente para tornar a amostra representativa
(Solberg, 1987a; Apostoli, 1999). Cabe destacar que o grupo amostral pode
ser oriundo de um subgrupo da populacao de referéncia, e até mesmo ser
formado por apenas um membro, por exemplo, um individuo pode ser
referéncia de si mesmo ou de outro individuo (Solberg, 1987a).

Os valores determinados no grupo de referéncia sdo comumente, por
conveniéncia, condensados em um intervalo definido por dois limites de
referéncia. Os procedimentos utilizados para derivar esses intervalos variam
desde técnicas estatisticas complexas a simples estimativa intuitiva a partir
dos dados disponiveis (Solberg, 1987a).

Visando a utilizagdo de amostras pequenas, Hansen et al. (2007)
propuseram um método para estimar valores de referéncia que utiliza um
modelo de componentes da variancia que leva em conta varios fatores de
confusdo como género, idade, IMC (indice de Massa Corpérea), fumo,
menopausa, entre outros. Este método tem sua principal aplicagdo em
saude ocupacional, pois propicia calcular intervalos de referéncia para
grupos especificos, p.ex. fumantes versus nao fumantes.

Estudos populacionais feitos nos Estados Unidos, Alemanha, ltalia e
outros paises da Europa determinaram concentragcdes de substancias
toxicas em fluidos ou tecidos da populagdo geral e apresentaram como
valores de referéncia a média mais ou menos 2 desvios-padrao para
distribuicdo normal, ou o valor dos percentis 90 ou 95 para qualquer tipo de
distribuicdo, sendo o intervalo de 95% de confianga (IC95%) desses valores,
o intervalo de referéncia (U.S.EPA, 2002a; Ewers et al., 1999; Minoia et al.,

1990; Kucera et al. 1995; UBA, 2008; Poulsen et al., 1997).
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Os intervalos de referéncia definidos pelos percentis sdo os mais
usados, eles sdo facilmente estimados tanto por métodos estatisticos
parameétricos como ndo-paramétricos. A IFCC estabelece como intervalos de
referéncia os valores entre o percentis 2,5 e 97,5 e seus respectivos limites
de confianga nao-paramétrico de 90%. Esses limites cortam a fragdo 0,025
dos valores que se encontram em cada extremidade da distribuigao, isto €, o
intervalo de referéncia deve conter a fracdo 0,95 central (ou 95%) da
distribuicdo. Em alguns casos, outros tamanhos ou posigao assimétrica do
intervalo de referéncia podem ser mais apropriados (Solberg, 1987b).

Muitas vezes, o numero de valores disponivel para a determinacéo dos
intervalos de referéncia é limitado. A imprecisdo da estimativa dos percentis
aumenta com a diminuicdo do tamanho da amostra, fornecendo intervalos de
confianga mais amplos. Nota-se que um percentil o e percentis (1- o) sé podem
ser estimados se o estiver bem acima de 1/N, sendo N o tamanho da amostra.
Portanto, para determinar os percentis 2,5 e 97,5, sdo necessarios pelo menos
40 observagdes. Com menos de 120 observagbes, ndo € possivel obter
intervalos de confianca de 90% bicaudal para os percentis 2,5 ou 97,5. Para
esses casos, uma alternativa € reduzir o nivel de confianga, por exemplo,
intervalos de confianga de 70% podem ser calculados com 75 dados (Reed et
al.,, 1971). Para se avaliar se a precisao dos limites de referéncia é suficiente
para o uso proposto, os intervalos de confiangca dos percentis devem sempre
ser levados em conta. Quando ndo se dispde de numero grande de dados e a
estimativa precisa dos percentis € impossivel, uma amostra pequena pode
servir como orientacao para fins clinicos, nesse caso todos os valores devem

ser apresentados listados em ordem crescente (Solberg, 1987b).
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Outro método para calcular intervalo de referéncia foi proposto por
uma Comissao de Toxicologia da International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) em documento publicado em 1997, onde também ratifica
a metodologia da IFCC para a derivagao de VR para serem utilizados em
quimica clinica, saude ocupacional e ambiental. A IUPAC recomenda a
utiizagdo do intervalo de cobertura que abrange em média 95% da
distribuicdo e a probabilidade é de pelo menos 95% ou 90% (quando se tem
poucos dados) que o intervalo esteja entre (0,95 - o) e (0,95 + a) da
distribuicdo. A vantagem dessa metodologia sobre a da IFCC é a
possibilidade de se calcular o intervalo, com estimativa de incerteza, mesmo
quando se dispde de menos de 120 observacdes (Poulsen et al., 1997).
Usando essa metodologia, a Agéncia Ambiental Federal da Alemanha (UBA)
deriva os seus VR, que se encontram dentro do intervalo de confianca 95%
do P95 da distribuicdo dos valores observados nas populagdes estudadas
(GerES) (UBA, 2008).

A Figura 3 mostra o procedimento recomendado pela IFCC (Solberg,
1987b) para a determinacédo do intervalo de referéncia apds a coleta dos
dados. Os dados devem ser estratificados (de acordo com sexo, idade, etc)
para reduzir a variacdo. Quanto menor for a variagao intra-classes, mais
precisos e mais sensiveis serdo os intervalos de referéncia. Diferencas
significativas entre grupos verificadas por testes estatisticos (Teste t de
Student, analise de variancia, etc.) ou intra-classe (Teste F de Fisher, Teste
de Barlett, etc.) indicam a necessidade de estratificacdo. Deve-se analisar a

distribuicdo dos dados (histogramas) para se verificar assimetria, curtose
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(achatamento), valores extremos e bi ou poli- modalidades (numero de
picos). A presenca de bi/poli-modalidades, assimetria excessiva ou outras
peculiaridades da distribuigdo indicam que ha mistura, podendo ser
necessario reavaliar os critérios de inclusao e exclusao usados para definir a
populacao de referéncia. Ou ainda, pode-se estratificar o grupo amostral de
acordo com sexo, idade, e/ou outros fatores relevantes. A inspegéao visual da
distribuicdo auxilia na escolha correta dos métodos estatisticos bem como
sua interpretacdo adequada. Dados fora da distribuicio podem ser
considerados "outliers", podendo ser descartados. Mas antes de descartar
os “outliers”, deve-se reavaliar o caso desde o critério de inclusdo do
individuo até a analise e coleta da amostra (Solberg, 1987b).

Quando se tem um numero suficiente de dados, deve-se optar por
método paramétrico ou ndo-paramétrico para estimar os percentis. Para
amostras pequenas, a estimativa intuitiva ou mais ou menos arbitraria dos
limites de referéncia pode ser a unica possibilidade. Também & o caso
quando a aplicagdo de métodos estatisticos € inapropriada, por exemplo, em
algumas situagbes onde sdo empregados os testes qualitativos. Nao ha
regras definidas para a estimativa intuitiva dos limites de referéncia, séo
definidas caso a caso (Solberg, 1987b).

Para qualquer tipo de distribuicdo o método nao-paramétrico pode ser
usado para definir os intervalos de referéncia. Ja a opcdo pelo método
paramétrico tem que ser feita em até trés etapas. Se a distribuicado dos
dados é Gaussiana, estimam-se os percentis diretamente. Do contrario,

tenta-se a transformagdo dos dados ou escolhe-se o método nao-
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paramétrico. Apos a transformacao dos dados que pode ser logaritmica ou
por raiz quadrada, testa-se novamente a distribuicdo, agora dos dados
transformados, se for Gaussiana ou muito préxima, estimam-se os percentis
usando os dados transformados pelo método paramétrico. Se mesmo com a
transformacado, a distribuicdo nao for Gaussiana, utilizam-se os valores

originais (nao-transformados) e emprega-se o método n&o-paramétrico

(Figura 3) (Solberg, 1987b).

Coleta dos valores de referéncia

l

Subdivisdo dos
valores de refleréncia1

'

Verificar a distribuigao
dos VR?
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valores aberrantes

N&o paramétrico [ | os limites de referéncia

Escolha do método para estimar

A

Nao

A 4

Paramétrico
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1Se necessario

2Distribuicdo muito assimétrica pode
indicar necessidade de reavaliar
critérios de exclusao e inclusao

—'I Estimativa intuitiva |

Distribuicdo Gaussiana

| Transformar dados

|—T

Estimativa paramétrical

Figura 3 - Procedimento para estimar limites de referéncia. FONTE: Solberg, 1987b
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A apresentacao dos valores e intervalos de referéncia deve ser feita
conforme descrito abaixo, segundo a IFCC (Dybkaer e Solberg, 1987) e a

IUPAC (Poulsen et al., 1997):

a) Numero de valores (n) utilizados para estimar os VR

b) Distribuicdo dos valores utilizados

Média, Mediana, Teste para normalidade (tipo e resultado —
probabilidade, P), se ndo normal, citar o método de transformacao,

mostrar o teste de normalidade apds a transformacao (P)

c) Intervalos

— Recomendacéao IFCC (n=120):

Intervalo de referéncia 0,95 n&o-paramétrico (entre os percentis

2,5 e 97,5)

— Recomendacéao IUPAC:

Intervalo de cobertura 0,95 nao-paramétrico com incerteza do

intervalo a nivel de confianga de 95%.
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2.2 Toxicologia dos metais

O proposito deste item é fornecer um resumo da Toxicologia de cada
metal, enfocando a toxicocinética, efeitos na saude relacionados a exposigao

ambiental, bem como as possiveis rotas de exposi¢cao da populagéo geral.

2.2.1 Toxicologia do chumbo

Identificag&o, ocorréncia e usos

O chumbo é um metal pesado de coloragao cinza-azulado resistente a
corrosdo, com baixo ponto de fusdo e que ocorre naturalmente na crosta
terrestre. No entanto, ele raramente é encontrado na forma de metal,
geralmente esta combinado com dois ou mais elementos formando os
compostos de chumbo. E liberado no ambiente a partir de fontes naturais
que incluem emissdes vulcanicas, poeira transportada pelo vento e erosao, e
por atividade antropogénica, sendo esta ultima, a principal responsavel pela
alta concentracdo de chumbo encontrada no ambiente. O aumento dos
niveis ambientais de chumbo ocorreu principalmente com o uso de gasolina
aditivada com composto desse metal. Também € usado como pigmento em
tintas e ceramica esmaltada, e em alguns tipos de tubulagdes. A emissao de
chumbo no ar deve-se a mineragao do chumbo e de outros metais, fabricas
que o utilizam em seus processos (p.ex. reciclagem de bateria de carros), e
a queima de carvao vegetal, petréleo ou lixo (Agency for Toxic Substances

and Disease Registry-ATSDR, 2007).
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Aproximadamente metade das 300 milhdes toneladas de chumbo
produzidas ao longo da histéria persiste como contaminante no solo, agua,
ar e sedimento. Devido a essa persisténcia, o chumbo ambiental é
considerado um problema de saude publica, mesmo com decréscimo de sua
utiizacao (WHO, 1995). Estudos epidemioldgicos e experimentais vém
demonstrando que criangas podem desenvolver efeitos tdéxicos decorrentes
de exposicdo a baixas concentracbes de chumbo (Wilhelm et al., 2002;
CDC, 2005b; Jusko et al., 2008).

A maior parte do chumbo liberado para o ambiente localiza-se
proxima a fonte de emissao, porém, algumas particulas de pequeno
didmetro (<2um) sdo transportadas por longas distancias, podendo
ser encontradas em locais muito afastados da fonte de emiss&o, como
em geleiras. A poeira de chumbo contribui para a exposicdo da
populacdo devido a contaminagdo ambiental e de alimentos (WHO,
1995), a Figura 4 apresenta as diversas fontes possiveis de exposi¢cao

ao chumbo.
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Figura 4 - Rotas ambientais que contribuem para a exposicdo humana ao chumbo.
FONTE: WHO, 1995

Toxicocinética

Para a populagcdo geral, a exposicdo ao chumbo ocorre
principalmente por via oral. Alguns fatores como habito de fumar, local de
moradia, ocupagao, entre outros, podem contribuir significativamente para a
exposig¢ao por inalacdo de poeiras contendo o metal. Para criancas mais
novas, entre 4 e 5 meses de idade, a exposigao pela agua, ar e leite € muito
importante. Para criangas mais velhas, a maior via de exposi¢cao € pela

poeira e solo contaminados (ATSDR, 1999a; WHO, 1995).
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Na exposicao principalmente pelas vias digestiva e inalatéria, uma
parte do chumbo € absorvida e distribuida a varios compartimentos do corpo
de onde é eliminada em taxas varidaveis. Genericamente, esses
compartimentos podem ser divididos em tecidos moles e esquelético. Existe
um intercambio entre o chumbo presente na corrente sanguinea e esses
dois compartimentos. Estudos mais recentes indicam que o chumbo nos
ossos € uma fonte do metal no sangue, mesmo apds anos da exposigao, e
também de exposicao do feto durante a gestagao. A contribuicdo do chumbo
acumulado nos 0ssos para os niveis sanguineos varia conforme a duracao e
intensidade da exposicao, idade e estados fisiologicos (estado nutricional,
gravidez, menopausa) (U.S.EPA, 2006).

Os niveis de chumbo em sangue sdo um indicador do metal circulante.
Esse biomarcador reflete as variagcbes na exposi¢cao externa recente bem
como do chumbo que foi mobilizado dos tecidos onde se acumula, 0ssos
principalmente. Os niveis de Pb na tibia e patela ddo uma indicagao da dose
acumulada por décadas, pois correspondem ao maior estoque de Pb no corpo
que pode ser disponibilizado para o sangue. Mais recentemente, a medida de
Pb no tecido ésseo tem sido feita por técnica nao invasiva, por instrumentacao
de fluorescéncia de raio-x. Esses dois biomarcadores de exposi¢ao juntos, Pb
em sangue e nos 0ssos, fornecem as melhores ferramentas para avaliar
exposicao recente e cumulativa do metal em estudos epidemioldgicos.
Embora o Pb em sangue também esteja em equilibrio com os estoques do
metal dos 0ssos, a sua variabilidade é devida principalmente, a mudancgas nos

niveis de exposicao externa (Hu et al., 2007).
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O chumbo inorganico presente no ar encontra-se aderido ao material
particulado. Assim, a absor¢ao do chumbo depositado no trato respiratorio vai
depender tanto do tamanho da particula e solubilidade, como pela
caracteristica da regido do trato respiratério, onde o particulado é depositado.
Particulas finas (<1 um) depositadas nas regides bronquiolar e alveolar
podem ser absorvidas apds a dissolugcdo extracelular ou ser ingeridas por
fagocitos e transportadas. Particulas maiores (>2,5 ym) sao depositadas
principalmente nas vias aéreas ciliadas (regibes da nasofaringe e
traqueobronquial) e podem ser transferidas para o es6fago por transporte
mucociliar e serem deglutidas. Ja os compostos alquila de chumbo podem
estar presentes no ar na forma de vapor. O Pb tetralquila inalado é quase que
totalmente absorvido apds a deposi¢ao no trato respiratério (U.S.EPA, 2006).

A absorcdo do Pb inorganico pelo trato gastrintestinal (Gl) é
influenciada pelo estado fisiolégico do individuo exposto (idade, jejum,
condicao nutricional em relagdo a ferro e calcio, gravidez), pelas
caracteristicas fisico-quimicas do material ingerido ao qual o chumbo esta
aderido (tamanho da particula, mineralogia, solubilidade, espécie do chumbo)
e pela quantidade de chumbo ingerida (U.S.EPA, 2006). Alguns estudos
demonstram que durante a gravidez a absorcdo de chumbo aumenta e,
juntamente com fatores como mobilizagdo do metal nos ossos, leva ao
aumento dos niveis sanguineos na segunda metade do periodo de gravidez
(Rothenberg et al., 1994; Lagerkvist et al., 1996; Gulson et al., 1997, 2004).

A absorcdo Gl do chumbo hidrossoluvel em criancas € maior do que

em adultos. Em criangas, a absorc¢ao € de 40% a 50% do chumbo ingerido,
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enquanto que em adultos essa taxa varia de 3% a 10%. Porém em jejum, a
absorcdo em adultos pode ser proxima de 50%, este aumento pode ser
devido a presenca de certos minerais na dieta, como calcio e fosfato que
diminuem a absorgédo do chumbo (U.S.EPA, 2006; Gulson et al., 2001).

Criancas com deficiéncia de ferro apresentam concentragdes mais
altas de chumbo no sangue. Sugerindo que a deficiéncia de ferro leva ao
aumento da absor¢do ou a mudangas na toxicocinética do metal, que
elevam as concentragdes de chumbo no sangue. Estudos com animais
mostraram que dietas pobres em ferro por periodos prolongados, aumentam
a absorcgao e retencao desse metal (Mahaffey, 1998).

A via de menor importancia para absorgao de compostos inorganicos
de chumbo é a dérmica. Poucos estudos fornecem estimativas quantitativas
da absorg¢ao por essa via em seres humanos. Também nao se sabe ao certo
qual a sua contribuicdo para o conteudo corpéreo de chumbo. Ja os
compostos de Pb tetralquila sdo, em relagdo aos compostos inorganicos e
sais organicos de chumbo, rapidamente e extensamente absorvidos pela
pele, como demonstram estudos com coelhos e ratos (U.S.EPA, 2006).

Como o chumbo ¢é qualitativamente um analogo bioldgico do calcio, sua
entrada e liberacdo do esqueleto sdo, em parte, controladas por muitos dos
mecanismos que regulam a homeostase do mineral (Moreira e Moreira, 2004).
Assim, condigcbes como gravidez, lactacdo, menopausa e osteoporose
aumentam a mobilizagdo do chumbo nos ossos e consequentemente elevam
sua concentragdo no sangue. O chumbo pode ser transferido da mae para o

feto e também para o leite materno (ATSDR, 2007; Gulson et al., 2003).
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As concentragbes de chumbo no sangue variam com a idade e sao
influenciadas por inumeros fatores que afetam a exposigcdo. Ele é
encontrado principalmente nas células vermelhas (99%), onde a maior parte
esta ligada a proteinas. A acido delta aminolevulinico desidratase é o
principal ligante do chumbo nos eritrécitos (U.S.EPA, 2006). Estima-se que o
plasma contenha entre 0,2% a 10% do metal no sangue, provavelmente
ligada a albumina, a»-globulina ou como ions livres disponiveis para o
transporte aos tecidos. E possivel que esta Ultima fracdo tenha maior
importancia toxicolégica do que aquela nos eritrocitos, por estar mais
biodisponivel para atingir os sitios-alvos da agado toxicologica. Mas as
concentragdes plasmaticas de chumbo raramente sdo medidas devido as
dificuldades analiticas e, por isso, sua relacdo com as manifestagdes toxicas
nao esta claramente definida (Moreira e Moreira, 2004).

Em adultos, 94% do chumbo presente no organismo encontra-se nos
0Ss0S, em criangas essa porcentagem é de 73% (Barry, 1975). No estudo
realizado por Barry (1975) em tecidos provenientes de necropsia,
evidenciou-se também maior acumulo em ossos de adultos do sexo
masculino comparativamente a mulheres adultas. Mas essa diferenga entre
sexos nao foi percebida em criangas. O conteudo de Pb nos ossos aumenta
com a idade e essa reserva pode ser responsavel por manter os niveis
sanguineos de chumbo por muito tempo apds cessar a exposigao externa
(Fleming et al., 1997).

Independentemente da via de exposicdo, o chumbo absorvido é

excretado principalmente na urina e fezes, outras vias de excrecdo menos
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importante sao suor, saliva, cabelo, unha e leite materno (U.S.EPA, 2006).
A quantidade eliminada por qualquer via depende da idade e das
caracteristicas da exposicao, além da espécie de chumbo (Paoliello e De
Capitani, 2003). Aparentemente as criangas parecem ter uma taxa total de
excrecao de chumbo menor do que os adultos. Criancas até dois anos de
idade retém 34% da quantidade total de chumbo absorvido, enquanto que os

adultos retém apenas 1% (Moreira e Moreira, 2004).

Efeitos a salde decorrentes da exposi¢cdo ambiental ao chumbo

Os efeitos mais preocupantes de exposicdes ambientais ao chumbo
sdo os cardiovasculares e renais, hematoldgicos e os efeitos neurolégicos
em criancas (ATSDR, 2007).

Apesar de o chumbo apresentar varios efeitos no sistema
cardiovascular em animais, os efeitos mais preocupantes da exposig¢ao
humana a niveis baixos, sdo a elevagdo da pressdao sanguinea e a
diminuicdo na taxa de filtragcdo glomerular. Esses efeitos podem estar
relacionados e, também, ser confundidores e covariaveis em estudos
epidemiologicos. A diminuicao da taxa de filtragao glomerular pode contribuir
para a elevacdo da pressao, e o aumento desta pode predispor a doencga
glomerular (ATSDR, 2007).

Estudos epidemiolégicos sugerem que o chumbo pode elevar a
pressdo sanguinea em adultos mesmo em concentragbes no sangue
menores que 200 ug/L (Kosnett et al., 2007). Em 3 meta analises de estudos

que investigaram a relagédo entre Pb em sangue e pressao sanguinea foram
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encontradas essa relagdo. Os estudos mostraram coeficientes
estatisticamente significantes entre aumento de duas vezes das
concentragbes do metal em sangue e incremento de 1,0 mmHg ou 1,25
mmHg para a pressao sistolica, e 0,6 mmHg para a pressédo diastodlica
(Kosnett et al., 2007).

A influéncia da exposicdo ao chumbo na pressdo sanguinea em
humanos é biologicamente plausivel. O chumbo induz hipertensdo em
ratos, e outros estudos com animais sugerem que o chumbo atua em
multiplos sitios no sistema cardiovascular, incluindo efeitos diretos na
excitabilidade e contratividade do coragao, na conformidade do musculo
liso vascular, e acdo direta nas partes do sistema nervoso central
responsavel pela regulacdo da pressao sanguinea (Nash et al., 2003;
U.S.EPA, 2006; Navas-Acien et al., 2007).

O chumbo é um metal neurotdéxico bem conhecido. A diminuicdo da
capacidade de desenvolvimento neurolégico em criangas € o principal efeito
critico do chumbo. Exposi¢des no utero, pelo leite materno ou na primeira
infancia, podem ser responsaveis por esses efeitos, portanto, o tempo de
exposicdo da mulher antes de engravidar é importante. Estudos
epidemioldgicos mostram efeitos cognitivos em criangas associados com
niveis de chumbo no sangue entre 100 a 150 pg/L na mulher gravida, no
sangue do cordao umbilical ou da crianga. Ha indicacbes de efeitos
deletérios do chumbo em concentragées no sangue mesmo abaixo de 100
Mg/L, e ndo ha um limite seguro estabelecido abaixo do qual ndo ocorra

efeito (WHO, 2007, Rothenberg, 2008).
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2.2.2 Toxicologia do Cadmio

Identificag&o, ocorréncia e usos

O cadmio é um elemento que ocorre naturalmente na crosta terrestre
na forma de minério, principalmente combinado com outros compostos como
oxigénio, cloro ou enxofre e como minério de chumbo, zinco e cobre.
O cadmio puro € um metal maleavel, branco prateado e raramente é
encontrado na natureza. As diferentes formas de compostos de cadmio sao
sélidos soluveis em agua, sendo cloretos e sulfetos os mais soluveis.
Os compostos de cadmio podem ser transformados, mas o metal cadmio
ndo desaparece do ambiente. E um poluente persistente, acumula-se na
cadeia alimentar (ATSDR, 1999b).

Pequenas quantidades de cadmio sao liberadas no ambiente em
decorréncia do desgaste de rochas, de incéndios florestais e de emissoes
vulcanicas, mas a maioria € proveniente das atividades humanas (ATSDR,
1999b). Essas podem ser divididas em duas categorias: a primeira € relativa
as atividades envolvendo mineragao, produgdo, consumo e disposi¢cao de
produtos que utilizam cadmio (baterias de Ni-Cd, pigmentos, estabilizadores
de produtos de policloreto de vinila (PVC), recobrimento de produtos
ferrosos e nao ferrosos, ligas de cadmio e componentes eletrdnicos).
A segunda categoria sao as fontes “inadvertidas” onde o cadmio é um
constituinte natural do material que esta sendo processado ou consumido
como metais nao-ferrosos, ligas de zinco, chumbo e cobre, emissdes de

industrias de ferro e ago, combustiveis fésseis (carvao, 6leo, gas , turfa e
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madeira), cimento e fertilizantes fosfatados (ATSDR, 1997; Chasin e
Cardoso, 2003; WHO, 1992). O lixo urbano contém Cd, podendo contaminar
0 composto organico, produto da reciclagem e o chorume, liquido gerado no
lixo e que é langado em corpos receptores (rios) ou penetra no solo podendo
alcancar as aguas subterraneas (Chasin e Cardoso, 2003).

O cadmio foi incluido na lista de substancias e processos
considerados potencialmente perigosos ao planeta pelo IRPTC (International
Register of Potentially Toxic Chemical) do Programa das Nagbes Unidas
para o Meio Ambiente (WHO, 1992). Os padrées de seguranca
estabelecidos pelas agéncias competentes, mostram a preocupagao em se
estabelecer o risco associado a exposicdo ao cadmio. Ha, nos Estados
Unidos, cerca de 800 regulamentagbes, recomendagdes e diretrizes
aplicaveis ao cadmio e a seus compostos, em niveis federal e estadual que
dispdbem sobre critérios acerca da utilizacdo e descarte. O objetivo é
minimizar os riscos relativos a exposicdo humana e ao meio ambiente

(ATSDR, 1997).

Toxicocinética

O cadmio é absorvido tanto por inalagcdo como pela via digestiva.
A absorg¢ao pulmonar do cadmio inalado varia de 10% a 50% (WHO, 1992;
WHO 2007). Em exposi¢gdo ndo ocupacional, a concentragdo de cadmio no
figado aumenta continuamente com a idade. Em exposicbes ambientais a
niveis baixos, aproximadamente 30 - 50% da carga corporal do metal é

armazenado nos rins (WHO, 2007).
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Para nao fumantes, o alimento é a principal fonte de exposicao
ambiental de cadmio. Os niveis mais altos do metal sdo encontrados em rins
e figado de mamiferos e em certas espécies de mexilhdbes e ostras.
A absorgao do cadmio pelo trato digestivo € de aproximadamente 3-5%, mas
pode ser maior em individuos com deficiéncia de ferro. Fatores como dieta
com alto conteudo de gordura ou proteina, ou deficiéncia de zinco também
podem influenciar a absor¢ao do cadmio pela via digestiva (WHO, 2000b).

A absorgdo do cadmio pela pele € em geral muito baixa (0,2-0,8%).
A distribuicdo do cadmio € relativamente independente da via de exposigao,
ele é distribuido pelo corpo atingindo niveis mais altos no figado e rins.
O cadmio nao sofre nenhuma conversdao metabdlica direta, porém o ion Cd
pode se ligar a grupos aniénicos como o sulfidrila em proteinas, em especial
albumina e metalotioneina. A metalotioneina é uma proteina de peso molecular
pequeno rica em cisteina, que € capaz de se ligar a esse metal em varios
tecidos. Dessa maneira, grandes quantidades de Cd podem ficar retidas no
corpo, €, sob essa forma, o Cd é relativamente ndo toxico (ATSDR, 1999b).

O Cd absorvido é eliminado do organismo principalmente pela urina.
No entanto, a quantidade de Cd excretada diariamente por essa via € muito
pequena, representa somente cerca de 0,005-0,01% do total da carga
corporal, que corresponde a uma meia-vida biolégica de 20-40 anos.
O conteudo do metal na urina € um indicador confiavel do conteudo corpéreo
(WHO, 2000Db).

O Cd tem uma meia-vida biolégica excepcionalmente longa,

resultando em acumulo no organismo. No sangue, mais de 90% do metal é
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encontrado nas células. A concentragao de cadmio no sangue representa os
dois principais aspectos da exposicdo ao cadmio. O primeiro reflete a
exposigao recente, com meia vida de 2 a 3 meses, o0 outro esta relacionado
com a carga corporal, isto €, mesmo cessada a exposi¢ao, o metal pode ser
mobilizado dos locais de armazenamento e ser liberado para a corrente
sanguinea, com meia vida aproximada de uma década. Para populagédo com
exposicdo ambiental continua e relativamente baixa ao cadmio, a
concentracdo de cadmio no sangue € um bom marcador para exposigao

cronica (WHO, 2000b).

Efeitos a salde decorrentes da exposi¢cdo ambiental ao cadmio

Nas situagdes de exposigao cronica, a toxicidade se expressa nos
rins em nivel de tubulo proximal provocando dano celular com proteinuria
(principalmente proteinas de baixo peso molecular como, por exemplo, a

Bz-microglobulina), glicosuria, aminoaciduria, poliuria, decréscimo da

absorcao de fosfato e enzimas, em humanos e em varios animais de
experimentacdo. Ha demonstracbes de haver aumento da peroxidacao
lipidica (ATSDR, 1999b; WHO, 1992).

Na Bélgica, a avaliagdo da populagdo exposta ao cadmio do
ambiente, realizada no periodo de 1985 a 1989 (CadmiBel Study), mostrou
uma associagao entre a exposi¢gao ao cadmio e o aumento da prevaléncia
de resultados anormais em testes de fungao renal (acima do percentil 95 do
grupo controle). Em particular, a excregdo urinaria de calcio, de [2-M,

proteina ligada ao retinol, e de N-acetil-B-d-glicosaminidase tiveram
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associagao significativa com a carga corporal de cadmio, estimada pela
determinacao urinaria do metal (Buchet et al., 1990).

Um outro estudo realizado na Suécia com mulheres de 53 a 64 anos,
verificou a relagdo entre a exposicdo ao cadmio e a funcdo glomerular e
tubular. Concentracdes de cadmio no sangue de 0.38 pg/L (média) e na
urina de 0.52 ug/L (0.67 pg/g creatinina) foram associados a efeitos nos
tubulos renais, indicado pelo aumento da concentracdo do complexo
proteina e N-acetil-B-d-glucosaminidase na urina. A associagcdo foi mais
significativa a concentragdes baixas de exposigdo, em mulheres que nunca
fumaram. Relagdo entre marcadores da taxa de filtragcdo glomerular e
clearance de creatinina também foi encontrada em concentracdo de cadmio

na urina de 0.6 pg/L (0.8 ug/gcreatinina) (WHO, 2007).

2.2.3 Toxicologia do Mercurio

Identificac&o, ocorréncia e usos

O mercurio ocorre naturalmente no ambiente e existe sob varias
formas, Hg elementar (mercurio metalico), espécies de Hg inorganico e
espécies de mercurio organico (ATSDR, 1999c; Azevedo, 2003). O mercurio
metalico € um metal brilhante, branco prateado e liquido a temperatura
ambiente. Os compostos de mercurio inorganico ou sais de mercurio sao
formados quando o mercurio se combina com elementos como cloro,
enxofre e oxigénio. A maioria dos sais do metal sdo pos brancos ou cristais,

exceto o sulfeto de mercurio (também conhecido como cinabrio) que é
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vermelho e torna-se preto apds exposi¢ao a luz. A maioria das formas de
metilmercurio e fenilmercurio sao sdlidas cristalinas brancas. No ambiente, o
Hg pode ser transformado de uma forma para outra pela agao de alguns
microrganismos (bactérias e fungos). O composto mais comum de mercurio
formado pela acdo de microrganismos ou processos naturais € o
metilmercurio. Ele € de particular importancia devido a sua capacidade de se
bioacumular em peixes e mamiferos marinhos, a niveis muito superiores do
que os presentes na agua (ATSDR, 1999c).

As emissbes naturais de mercurio sado resultado da atividade
vulcanica, desgaste de rochas e da crosta terrestre, e liberagdo a partir dos
oceanos. Fontes antropogénicas incluem a queima de combustiveis fosseis,
mineracao, incineragao de lixo urbano e até 1970, os compostos de mercurio
eram usados como pesticidas (ATSDR, 1999c). Outras fontes incluem
cosméticos como cremes para clareamento da pele, timerosal em vacinas,
termdmetros e outras prescricdées médicas (WHO, 2007).

As espécies mais toxicas do metal sdo o metiimercurio e o
dimetilmercurio. A exposi¢ado humana ao metilmercurio ocorre principalmente
pela dieta, mais especificamente pelo consumo de peixe. As amalgamas
dentarias constituem a principal fonte de exposi¢cdo ao mercurio elementar
na populagédo geral. A emissédo dos vapores de Hg emitidos pela amalgama,
pode culminar em concentragdes de Hg no ar intra oral superiores as do
ambiente externo (WHO, 2007).

As concentragbdes de Hg na agua de beber em geral sdo muito baixas,
menores que 1ng/L. No solo, as concentracbes mais altas s&o de areas

urbanas e proximas a fontes de emissao (WHO, 2007).
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Toxicocinética

A toxicocinética do mercurio depende da sua espécie quimica, pois 0s
processos de transporte sao influenciados pelo estado de oxidacédo e pela
forma de mercurio. Na forma metalica, o mercurio elementar (Hg°) ndo é
muito absorvido pelo sistema digestivo humano, € quase que completamente
excretado pelas fezes, causando pouco efeito tdéxico. Ja pela via inalatéria, o
vapor de mercurio metalico é rapidamente absorvido, sendo que cerca de
80% do mercurio inalado é absorvido pelos pulmdes e é rapidamente
distribuido pelo organismo, atravessa as barreiras hemato-encefalica e
placentaria, chegando ao cérebro e aos rins (ATSDR, 1999c).

Na forma inorganica do Hg, por exemplo sais inorganicos como
aerossol de HgCl,, a absor¢ao pulmonar vai depender do tamanho da
particula do aerossol do sal inalado. Cerca de 7 a 8% dos compostos
inorganicos presentes nos alimentos sdo absorvidos no trato Gl, enquanto
que os presentes na agua de beber sdo em até 15%. Sais de mercurio
inorganico podem ter alguma absorcéo através da pele, principalmente pelos
orificios dos foliculos pilosos e pelas glandulas sebaceas. Alguns desses
sais sao corrosivos (Azevedo, 2003).

Devido ao transporte do mercurio por todo ambiente e sua
bioacumulagao, a principal fonte de exposi¢cdo na populagdo geral é
pela alimentagcdo, em particular pelo consumo de peixe (WHO, 2007).
O metilmercurio (MeHg) é facilmente absorvido pelo trato Gl, passando
para a corrente sanguinea onde é rapidamente transportado para outras

partes do corpo. Cerca de 95% do MeHg ingerido pelo consumo de peixe



Revisdo da Literatura 50

€ absorvido (Clarkson, 2002). Porém, estudos mais recentes indicam que
ha uma variabilidade na absorcdo do metilmercurio por essa fonte
(Mergler et al., 2007).

Estudos epidemiolégicos ambientais mostram que diferengas étnicas
influem na relacao entre ingresso de Hg através do consumo de pescado e
os biomarcadores de exposi¢cao, sugerindo que as diferengas na dieta e/ou
metabdlicas influenciam na absorcédo e/ou excrecdo de Hg (Mergler et al.,
2007). Canuel et al. (2006) estudaram 3 comunidades no Canada para
verificar a relacdo entre ingresso de Hg pelo consumo de pescado e
concentragdes do metal em cabelo. Em uma das comunidades, a média das
concentragcdes de Hg no cabelo foi 14 vezes menor do que a esperada, que
foi calculada com base na exposi¢cao por via oral diaria e no conhecimento
atual do metabolismo do MeHg. Os autores atribuem esse resultado as
diferengcas nas caracteristicas genéticas especificas e/ou dos efeitos
interativos de outros componentes da dieta.

O MeHg é transferido da placenta para o feto. Apesar das
concentragcbes de Hg no sangue do corddao umbilical e materno
apresentarem correlagéo, o MeHg no sangue do cordao é mais alto do que
do correspondente materno, na razédo de 1,7 (Mergler et al., 2007).

O MeHg pode ser metabolizado a mercurio inorganico, que se
acumula principalmente nos rins, essa transformag¢ao pode ocorrer também
no cérebro. O MeHg é excretado lentamente nas fezes. Cerca de 45 a 60
dias sdo necessarios para que as concentragcbes no sangue caiam pela

metade. Ele também se acumula nos cabelos (WHO, 2007).
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As concentracbes de Hg em sangue e cabelo sdo aceitos como
biomarcadores validados de exposicdao ao MeHg. O sangue fornece uma
estimativa da exposi¢cao recente, com meia vida de MeHg no sangue de
50-70 dias, enquanto que o cabelo reflete a média de exposi¢cao durante o
periodo de crescimento do segmento. Porém, ha de se considerar que a
estimativa usada de crescimento do cabelo com sendo de 1 cm/més é

variavel tanto inter como intraindividuo (Mergler et al., 2007).

Efeitos a salde decorrentes da exposi¢cdo ambiental ao mercurio

Os efeitos a saude decorrentes de exposicdo a niveis baixos a
moderados de MeHg, dependem de diferentes aspectos da exposi¢ao, p.ex.
padrdao de consumo de pescado, tempo de exposi¢cao (durante gestacao,
infancia, fase adulta) (Mergler et al., 2007).

Mesmo sendo a exposicao ambiental ao MeHg em niveis mais baixos
do que aqueles que produziram as historicas epidemias de intoxicagao por
MeHg, cada vez mais ha evidéncias de que para muitas populagdes as
exposi¢coes em niveis suficientes para alterar o funcionamento normal de
alguns sistemas, ja constituem um importante problema de saude publica.
A niveis subclinicos e populacional, varios estudos em diferentes parte do
mundo reportam alguma alteragcéo no estado neuroldgico e desenvolvimento
mais lento em recém-nascidos e criangas, expostas ao MeHg durante a
gestacdo ou na primeira infancia (Mergler et al., 2007).

O mecanismo de toxicidade do mercurio é devido, na maioria dos

casos, a sua alta afinidade com grupos sulfidrila e tidlicos de proteinas,



Revisdo da Literatura 52

enzimas e de substancias de baixo peso molecular (como a coenzima A,
cisteina, glutation, lipoato e tioglicolato). O mercurio também pode se ligar a
outros grupos quimicos (amida, amina, carboxila fosfato), ligagcbes menos
favoraveis do que com os grupos sulfidrila, mas que causam alteracbes da
atividade enzimatica e da estrutura de proteinas e de membranas das
células (Azevedo, 2003). Uma variedade de alteragdes induzidas pelo
mercurio tem sido investigada, incluindo aumento do stress oxidativo,
interrupcao da formacdo de microtubulo, aumento da permeabilidade da
barreira hematoencefalica, interrup¢cdo da sintese de proteinas, interrupgéao
da replicacédo de DNA e atividade da DNA polimerase, dano a transmissao
sinaptica, ruptura da membrana, dano a resposta imune e interrupgao da
homeostase do calcio. Essas alteragbes podem ocorrer sozinhas ou em
combinagdo. O mercurio também pode afetar a atividade da enzima
microssomal hepatica (ATSDR, 1999c).

Estudos em populagdes expostas a metilmercurio pelo consumo de
peixe sugerem uma associacdo com o aumento de incidéncia de doengas
cardiovasculares (WHO, 2007). Serensen et al. (1999) verificaram a
associacgao entre a exposicao pré natal ao metilmercurio e a fungao cardiaca
em criangas de 7 anos de idade. Com o aumento da concentracdo de
mercurio no corddo umbilical de 1 pg/L para 10 ug/L, houve aumento da
pressdo sanguinea diastélica e sistdlica para 13,9 mmHg e 14,6 mmHg,
respectivamente. Em meninos, a frequéncia cardiaca diminuiu cerca de 47%
com aumento da concentragdo de mercurio no cordao umbilical de 1 ug/L

para 10 pg/L (WHO, 2007).



3 OBJETIVOS

Geral

Propor valores de referéncia para chumbo, cadmio e mercurio total no
sangue de adultos, sem exposigdo ocupacional a esses metais, residentes

na Regido Metropolitana de Sao Paulo (RMSP).

Especificos

- Obter dados das concentragdes de Pb, Cd e Hg em sangue de uma
amostra da populagao;

- Derivar valores de referéncia desses metais para populagdo adulta da
Regido Metropolitana de S&o Paulo; e

- Verificar associagdo entre os valores das concentracbes dos metais

estudados e variaveis socio-demograficas e de estilo de vida.



4 METODOS

4.1 Periodo e desenho do estudo

O estudo foi de corte transversal, com a determinacdo das
concentracbes de chumbo, cadmio e mercurio total no sangue de uma
amostra de doadores da Colsan — Associacdo Beneficente de Coleta de
Sangue, administrada pela UNIFESP — Universidade Federal de Sao Paulo.
As amostras foram coletadas no periodo de 15 de novembro a 16 de

dezembro de 2006.

4.2 Estudo piloto e calculo do tamanho da amostra

Com o objetivo de testar o método de quantificagdo de chumbo e
cadmio em sangue, realizar o pré-teste do questionario e obter subsidios
para calcular o tamanho da amostra, foi realizado estudo piloto com
funcionarios da Cetesb nos periodos de junho a setembro de 2004 e 2005.
Os participantes do estudo eram funcionarios que estavam sendo
submetidos ao exame ocupacional anual obrigatério. O exame periddico

inclui andlise de sangue, urina e fezes, assim por questbes logisticas
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escolheu-se esse grupo. No momento da coleta de material biologico,
realizado no ambulatério de saude ocupacional da Cetesb, os funcionarios
eram abordados e apos exposicdo do objetivo do projeto, aqueles que se
dispusessem a participar voluntariamente eram entrevistados e uma aliquota
a mais de sangue era coletada desses individuos, e essa amostra era
encaminhada ao Laboratério de Analises Toxicologicas da Cetesb para
serem analisadas.

Participaram do estudo 239 empregados, de ambos o0s sexos, com
idades variando de 19 a 77 anos, que nao tinham exposi¢ao ocupacional ao
chumbo e cadmio, e que residiam na Regidao Metropolitana de Sao Paulo.
O método de determinacdo desses metais em sangue foi o espectrométrico
de absorgao atbmica em forno de grafite utilizando um equipamento Perkin
Elmer modelo SIMAA 6000, com amostrador automatico AS-72. O método
analitico permitiu a determinacgéo simultanea de chumbo e cadmio.

O método de analise de metais utilizado nesse estudo piloto, baseado
em Correia e Oliveira (2003), mostrou-se inadequado para a determinagao
de quantidades tracos de cadmio, pois o limite de quantificacdo do método’
(LQ) para esse metal foi muito elevado, 1,0 ug/L, ficando 93% dos
resultados abaixo desse Ilimite. Assim, o estudo piloto apontou a

necessidade de se desenvolver um método analitico mais sensivel, isto é,

! Limite de Quantificagdo € a menor concentragdo de um analito em uma amostra que pode
ser determinada quantitativamente com precisao e exatiddo aceitaveis, nas condigbes de
rotina do laboratério. E também definido por convengéo, ser a concentragdo do analito
correspondente ao valor do branco mais 5, 6 ou 10 desvios-padrao da média do branco.
Na pratica, corresponde normalmente ao padrao de calibragdo de menor concentragao
(excluindo o branco) (Eurachem, 1998; INMETRO, 2007).
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com LQ mais baixo, pois a populagdo a ser estudada seria de individuos
expostos a niveis ambientais aos metais em questdo, apresentando,
portanto, concentragdes baixas desses contaminantes no sangue. Um novo
método, o de Kummrow et al. (2008) (Anexol), desenvolvido pela equipe da
Cetesb em conjunto com o Instituto de Quimica da USP, possibilitou atingir
um LQ para o cadmio dez vezes menor do que o usado no estudo piloto.

A aplicacdo do questionario no estudo piloto identificou problemas
estruturais do mesmo que dificultava o seu preenchimento e a obtengao das
informacdes pretendidas. O questionario foi entdo reformulado para ser
utilizado no projeto. As principais mudangas foram em relagdo a renda,
classificagao da area residencial, dieta e consumo de bebida alcodlica, como

pode ser observado no Quadro 1.

Quadro 1 - Principais alteragdes realizadas no questionario do estudo piloto para
ser usado no estudo com doadores

Estudo piloto

Renda familiar, por
numero de salarios
minimos

Area residencial: urbana
(centro), urbana (bairro)
e rural

Tipo de dieta, carnivora,
vegetariana, mista e
macrobidtica

Consumo de bebida
alcodlica por tipo e
quantidade em copos/dia

Estudo com doadores

Renda per capita, por
faixa de salario em
reais

Esta informacao foi
retirada

Foi retirada

Substituida por
freqiiéncia de consumo

Justificativa

A renda per capita é mais
informativa da condi¢ao
sécio-econbmica do
individuo e percebeu-se que
para o entrevistado era mais
facil responder se as faixas
estivessem em reais

As pessoas tinham
dificuldade para classificar a
area

A grande maioria tem dieta
mista

Dificuldade de o
entrevistado relatar as
quantidades
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Devido aos problemas analiticos ja descritos no item anterior, os
resultados das concentracbes de cadmio no estudo piloto, ficaram na sua
maioria abaixo do LQ, o que inviabilizou a sua utilizagéo para o calculo do
tamanho da amostra. Por essa razéo, apenas as concentragdes de chumbo
em sangue obtidas no estudo piloto foram utilizadas para o calculo do
tamanho da amostra. A partir das meédias e variagdo encontradas, estimou-
se o tamanho da amostra para o estudo com os doadores de sangue.
As concentragbes médias de chumbo encontradas no estudo piloto foram
21,8 £ 8,1 ug/L para faixa etaria compreendida entre 18 e 40 anos e 29,1 +
13,3 ug/L para a faixa de 41 a 65 anos. No estudo piloto, sexo e faixa etaria
foram as variaveis mais associadas aos niveis de chumbo em sangue.

A Tabela 1, mostra o numero amostral necessario estimado por niveis

de precisédo e as meédias de plumbemia com os respectivos desvios-padrao.

Tabela 1 - Niveis de precisdo, média de plumbemia (DP) e numero amostral
estimado por faixa etaria

Precisdo  Faixa etéria (anos) Média (ug/L) DP N Amostra total

18 a 40 21,8 8,1 212

5%
41 a65 29,1 13,3 321 533
18 a 40 21,8 8,1 147

6%
41 a65 29,1 13,3 223 360
18 a 40 21,8 8,1 108

7%

41 a65 29,1 13,3 164 272
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Optou-se por 5% de precisao, com tamanho da amostra de 533.
No entanto, para que o numero de perdas nao prejudicasse essa precisao,
estabeleceu-se obter pelo menos 600 amostra.

Dos 11 postos de coleta da Colsan, 10 estdo localizados na Regiao
Metropolitana de S&o Paulo, distribuidos conforme Figura 5, € um no
municipio de Jundiai, portanto fora da RMSP. Como o contingente de
doadores de sangue atendidos nos diferentes postos variava muito, decidiu-
se distribuir as 600 amostras estimadas, proporcionalmente a quantidade de
bolsas coletadas nos postos. O calculo foi baseado nos dados registrados

pela Colsan de bolsas coletadas no més de setembro de 2006 (Tabela 2).

Tabela 2 - Bolsas coletadas no més de setembro de 2006, por posto da Colsan e
numero de amostras calculadas proporcionalmente ao numero de bolsas coletadas.

Postos de Coleta Bolsas Estimativa do %
Coletadas n° amostras

Campo Limpo 437 38 6,3
*Santo André |l e ll 2440 211 351
Ermelino Matarazzo 440 38 6,3
Ipiranga 641 55 9,2
Sao Bernardo 725 62 10,4
Sao Caetano 343 29 4,9
Tatuapé 710 61 10,2
Tide Setubal 356 31 51
Vergueiro 859 75 12,4
Total 6951 600 99,9

* Por estarem localizados no mesmo municipio e pela proximidade, os 2 postos foram
agrupados no calculo da estimativa do n® de amostras
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Figura 5 - Localizagao dos Postos da Colsan da Regido Metropolitana de Sao Paulo

4.3 Populagéo de estudo

Participaram do estudo 653 doadores de sangue da Colsan. Segundo

dados de 2007, essa entidade atendeu cerca de 109.490 doadores no ano

nos seus 11 postos de coleta. O presente estudo incluiu 9 postos localizados

na RMSP, foram excluidos o posto localizado no municipio de Jundiai por

nao fazer parte da RMSP e o posto Sdo Caetano devido ao afluxo muito

baixo de doadores.
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Foram excluidos os individuos que:

a) Nao residiam na Regidao Metropolitana de Sao Paulo a pelo
menos um mes;

b) Fumavam; e

c) Tinham exposicdo ocupacional a pelo menos um dos metais

chumbo, cadmio e mercurio.

Esses critérios de exclusdo tiveram por objetivo garantir que a
populacdo estudada fosse formada apenas por moradores da RMSP cuja
exposi¢ao aos metais em estudo fosse devida ao local de moradia, portanto
esses deveriam ter um tempo minimo de exposi¢cdo (um més), tempo
suficiente para que se atingisse um nivel sanguineo detectavel dos
biomarcadores. Também para se garantir que a exposi¢do da populagéo
estudada fosse apenas de origem ambiental, foram excluidos os fumantes,
pois principalmente no caso do cadmio, o cigarro € uma fonte importante de
metais (Baecklund et al., 1999; Satarug e Moore, 2004) e, por motivos Obvios

aqueles que poderiam ter uma exposi¢cao ocupacional ao Pb, Cd e Hg

4.4 Coleta de amostra e aplicacao do questionéario

O potencial doador era abordado na chegada ao posto de coleta pelo
entrevistador que explicava o objetivo da pesquisa e perguntava do interesse
do doador em participar do estudo, esclarecendo que a participagao era

voluntaria.
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Foram coletadas amostras nos seguintes postos da Colsan: Campo
Limpo, Santo André I, Ermelino Matarazzo, Ipiranga, Santo André IlI, Sao
Bernardo, Tatuapé, Tide Setubal e Vergueiro (Figura 5).

Para nao prejudicar a rotina de coleta de sangue nos postos, que
segue etapas sequenciais rigorosas, conforme fluxograma da Figura 6, o
planejamento da obtengdo das amostras foi feito de maneira a interferir o
menos possivel nessa rotina. As intervengdes da equipe de pesquisa eram
realizadas nos momentos em que o doador estava aguardando para ser
atendido entre uma etapa e outra. As amostras de sangue para a pesquisa
foram obtidas no momento da coleta das amostras para os exames
realizados pela Colsan como tipagem sanglinea, triagem para doenca
Falciforme (Hemoglobina S), exames para Hepatite B e C, HIV | e I, Sifilis,
Doenca de Chagas e HTLV | e Il. O técnico da Colsan coletava entdo mais
dois tubos a vacuo, com capacidade de 6 mL cada, contendo heparina
sédica como anticoagulante, que foram imediatamente apdés a coleta,
armazenados em recipiente refrigerado, e ao final do periodo diario de coleta
foi entregue a equipe da Cetesb. Dessa maneira, o doador era submetido a
apenas uma punc¢do, onde eram obtidas as amostras para os exames do
préprio banco de sangue e para a pesquisa, e, apds a obtengao de todos os
tubos, eram entdo colocadas, no lugar desses, as bolsas para a coleta de
sangue propriamente dita dos doadores. As amostras da pesquisa eram
encaminhadas ao laboratério da Cetesb, onde permaneciam armazenadas
em freezer até o momento da anadlise de chumbo e cadmio realizada na

prépria Cetesb, e o segundo tubo, até ser enviado para a Agéncia Ambiental
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Federal da Alemanha, para determinagdo de mercurio total. No periodo de
aproximadamente uma semana apds a coleta, a Colsan enviava o0s
resultados dos testes soroldgicos para a Cetesb, e, somente as amostras

que apresentassem resultado negativo eram enviadas a Alemanha.

CADASTRO (COLSAN)

\4

EXAME PRELIMINAR (COLSAN)

SELECAO
TRIAGEM COLSAN
(Entrevista com
enfermeira)

*CRITERIOS DE INCLUSAO:

Residir em municipio da RMSP

Nao fumar

Nao ter exposi¢do ocupacional ao Pb,

INAPTO TRIAGEM Cd e Hg
PESQUISA
(Critérios de
inclusao®)

APTO (Entrega do questionario
ao doador)

COLETA DE SANGUE (etiqueta de identificagao
colocada no questionario e nos tubos pelo técnico
que coleta o sangue)

\ 4

HIDRATAGAO .| QUESTIONARIO
(Aplicagéo de questionario) PREENCHIDO

A

Figura 6 - Dindmica da coleta de sangue nos postos da Colsan e as intervengbes
da pesquisa para selecédo de doadores.



Métodos 63

Para controlar as variaveis independentes e possiveis variaveis de
confusao, foi aplicado um questionario (Anexo Il) ao doador no momento
da coleta de sangue. Os doadores respondiam, por meio de entrevistas,
ao questionario elaborado baseado em dados de literatura, contendo as
seguintes informacgdes: escolaridade, lazer, renda, consumo de pescado e
bebida alcodlica, procedéncia da agua de consumo, possiveis exposi¢cdes
ambientais, habitos pessoais como tipo de alimentacado, origem da agua
de beber, entre outras para identificar fatores suspeitos de ter relagéo
com os niveis de chumbo, cadmio e mercurio em sangue, e que
auxiliaram na analise e interpretacdo dos resultados. Os motivos que
levaram a inclusdo das informagdes estdo descritos no Quadro 2.
Somente os dados pessoais ndao eram preenchidos no momento da
entrevista, estes foram obtidos no cadastro da Colsan. A entrevista era
realizada na sala de hidratagdo, enquanto o doador lanchava apds a

coleta de sangue.
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Quadro 2 - Descrigdo das informagdes incluidas no questionario dos doadores de
sangue com as justificativas para sua inclusao.

Variavel Motivo da inclusao Referéncia
Sexo Varios estudo mostram que os niveis de Gerhardsson et al., 1996;
metais em sangue diferem entre os sexos,  Vahter et al., 2002;
principalmente o Pb que apresenta niveis Wennberg et al., 2006;
maiores no sexo masculino Schroijen et al., 2008
Faixa etaria Estudos apontam niveis maiores de Pb nas  Zielhuis et al., 1978;

Escolaridade e
renda

Consumo de
pescado

Consumo de
bebida alcodlica

Procedéncia da
agua de beber

Uso de
medicamentos

Habito de usar
goma de
mascar

Dentes com
restauracao de
amalgama

Reformou a
casa
recentemente

faixas etarias maiores e alguns também
para Hg

Estudos com a populagao geral mostram
que criancas e muleres de familias com
menor renda tém maior risco de apresentar
niveis elevados de chumbo em sangue

A principal fonte de exposi¢édo a Hg
organico é pescado

Alguns tipos de bebidas podem apresentar
teores de Pb e Cd como vinho e aumentar
0s niveis de chumbo em sangue

Casas antigas podem ter encanamento de
agua com chumbo, o que pode levar ao
aumento dos niveis de chumbo na agua

Alguns medicamentos a base de plantas
podem conter chumbo

Esse habito pode disponibilizar o Hg
presente nas restauragdes de amalgama
do dente, aumentando a exposigao a este
metal

O Hg das amalgamas pode ser liberado
dentro da cavidade bucal e ser inalado ou
deglutido

No passado foi muito utilizada tinta que
continha Pb para pintar paredes. Com o
processo de reforma pode haver a
liberacdo das particulas de tintas contendo
Pb para o ar do ambiente das residéncias
no momento da remogao da camada velha
da pintura

Gerhardsson et al., 1996;
Weyermann e Brenner,
1998;

Wennberg et al., 2006

Zielhuis et al., 1978;
Hense et al., 1992;
Nash et al., 2003;
Lee et al., 2005;
Morales et al, 2005

Oskarsson et al., 1996;
Dickman e Leung, 1998;
Wennberg et al., 2006

Gerhardsson et al., 1996;
MERCOSUL, 1996;
Weyermann e Brenner,
1997;

Wennberg et al., 2006;

Gerhardsson et al., 1996;
Morales et al., 2005

Gerhardsson et al., 1996;
Morales et al., 2005

Sallsten et al., 1996;
Bellinger et al., 2007

Sallsten et al., 1996;
Wennberg et al., 2006;
Wilhelm et al., 2006
Bellinger et al, 2007;

Lee et al., 2005;
ATSDR, 2007

Continua...
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Conclusao Quadro 2

Variavel

Motivo dainclusao

Referéncia

Tem horta na
casa

Tem fabrica
préxima a casa

Tempo da
ultima doacéo e
total de doagbes

Hematodcrito

Uso de
horménio

Pressao arterial

Como os metais estao aderidos ao MP
suspenso no ar, a ingestao de alimento
exposto aos MP pode ser uma fonte

importante de contaminagao ambiental

A proximidade a fontes de emissao dos
metais em estudo pode ser uma importante
fonte de exposicao e assim pode explicar
niveis elevados dos metais em sangue de
individuos que residem proximos a fonte

O conteudo corpéreo de Pb e Cd pode
variar dependendo do estoque de ferro e
hemoglobina no organismo, que é
influenciado pelo tempo decorrido da ultima
doagao e numero de doacgdes realizadas

Alguns estudos encontraram associagao
(negativa e positiva) com concentragdes de
chumbo em sangue e hematdcrito

As mulheres na pés-menopausa tém
desmineralizagao 6ssea que pode liberar
Pb acumulado nos ossos para a corrente
sanguinea, o uso de hormdnio pode
influenciar os niveis de Pb, pois interfere na
desmineralizagao Gssea

Alguns trabalhos encontraram associagao
entre Pb em sangue e hipertensao

Paoliello et al., 2003;
Nawrot e Staessen, 2006

Kuno et al, 1994, 1995;
Paoliello et al., 2003;
Wilhelm et al., 2005

Satarug et al., 2004,
Djalali et al., 2006

Weyermann e Brenner,
1998;
Lee et al., 2005;

Webber et al., 1995;
Weyermann e Brenner,
1998;

Garrido Latorre et al., 2003

Nash et al., 2003;
Kosnett et al, 2007;
Navas-Ancien et al., 2007

As equipes de entrevistadores eram compostas por técnicos e

estagiarios da Divisdo de Toxicologia, Genotoxicidade e Microbiologia da

Cetesb, e eram formadas por pelo menos 4 individuos, sendo um

coordenador por equipe. O treinamento dos entrevistadores foi realizado por

meio de reunides, onde a pesquisadora fazia a apresentagdo do projeto de

pesquisa, com enfoque principal nos objetivos e justificativa. Todos os itens

do questionario eram explicados detalhadamente e os entrevistadores
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esclareciam as suas duvidas. Além do questionario, os entrevistadores
recebiam uma folha contendo os critérios de exclusao e para facilitar a
aplicagado desses critérios, uma listagem com os tipos de ocupagado que
poderiam levar a exposi¢cao aos metais em estudo, além da relacdo de
municipios integrantes da RMSP, essa folha ficava em poder do
entrevistador também no momento da entrevista (Anexo Ill). O treinamento
visou esclarecer todas as questbes abordadas no questionario, pois o
entendimento das questdes, bem como da importancia das informacoes,
interfere na qualidade do preenchimento e consequentemente na diminuigéo

de respostas em branco ou invalidadas.

4.5 Aspecto ético da pesquisa

O protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comisséo de Etica para
Analise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital
das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(Anexo V) e pela Diretoria da Colsan.

A época do estudo, a Cetesb nao tinha ainda implantado o método de
determinacado de mercurio em sangue, por esse motivo a cooperagao com a
Agéncia Ambiental Federal da Alemanha (UBA) previu que as analises de
mercurio seriam realizadas pela agéncia alema. Para o envio das amostras
a Alemanha, o protocolo de pesquisa teve que ser aprovado pelo CONEP —

Conselho Nacional de Etica em Pesquisa do Ministério da Saude (Anexo V).
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Por exigéncia do CONEP, para ser autorizada a remessa das amostras para
o exterior, 0 pesquisador necessitava declarar que o material ndo era
infeccioso. Por essa razdo, somente foram enviadas a Alemanha as
amostras cujo resultado para o teste sorolégico, realizado pela Colsan para
triagem das bolsas de sangue, era negativo. Também foi exigido pelo
CONEP carta da UBA onde constava a participagdao da agéncia e os custos
envolvidos na cooperagao, além do comprometimento dos pesquisadores
estrangeiros de que as amostras seriam utilizadas apenas para os fins
declarados no projeto de cooperagao.

A submissdo do projeto para apreciacdo do CONEP é uma exigéncia
da Resolugdo n° 196 de 10 de outubro de 1996 do Conselho Nacional de
Saude, regulamentada pela Resolugcédo n° 292 de 8 de julho de 1999. Além
do atendimento a essas Resolugdes, que dispdem sobre diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos, com item
especifico para "pesquisas coordenadas do exterior ou com participagao
estrangeira e pesquisas que envolvam remessa de material bioldégico para o
exterior", foi necessario registro junto a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) para viabilizar a remessa das amostras.

A participacdo dos doadores no estudo foi voluntaria, atestada pela
assinatura de Termo de Consentimento Livre Esclarecido. Os resultados dos
exames foram enviados pelo correio a todos os doadores, conforme Ihes foi

informado na coleta.



Métodos 68

4.6 Analise dos metais em sangue

4.6.1 Determinacdo de chumbo e cadmio

Como ja descrito no item 4.2, foi desenvolvido um novo método para a
determinagdo simultanea de chumbo e cadmio, cujos LQ atendessem o
objetivo do projeto, isto €, niveis baixos suficientes para determinar
concentragbes desses metais em sangue de populagdo sem exposigcao
ocupacional. Apesar de que somente o LQ do Cd ter sido inadequado no
método utilizado no estudo piloto, 0 novo método desenvolvido foi baseado
no anterior que permite a determinagao simultdnea de chumbo e cadmio,
pois permite a analise de menores volumes de amostra e a otimizagao de
custos. O método utilizado, descrito em Kummrow et al., 2008, foi validado e
publicado (Anexo |). Esse método determina simultaneamente chumbo e
cadmio por espectrometria de absor¢cdo atbmica em forno de grafite.
O equipamento utilizado foi um SIMAA 6000 da Perkin Elmer, com
amostrador automatico AS 72. Todas as amostras foram analisadas pelo
Setor de Analises Toxicologicas da Cetesb.

A amostra, injetada para o interior do tubo de grafite, passa por duas
etapas de secagem para eliminacdo do solvente e, em seguida, por uma
etapa de pirdlise em temperatura adequada para oxidagdo da matéria
organica até a completa mineralizagcdo e estabilidade das espécies de
interesse. Logo apds, a amostra € atomizada eletrotermicamente em forno

de grafite, onde é gerado o vapor atdbmico no caminho 6ptico. A quantidade
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de energia radiante emitida por uma lampada do elemento de interesse é
absorvida no interior do tubo de grafite. A quantidade de energia absorvida é
proporcional a concentragao do metal de interesse na amostra.

Para melhor estabilizagdo dos metais analisados por esse método,
utiliza-se o procedimento de modificagdo permanente do tubo de grafite,
onde os modificadores quimicos sao agregados diretamente sobre a
plataforma pirolitica. Essa modificacdo permite a determinagdo simultédnea
dos elementos estudados, pois promove maior estabilidade térmica dos
metais, permitindo assim um perfeito tratamento prévio da matriz.

A sequir € descrito resumidamente o tratamento da amostra, do tubo
de grafite e apresentados os dados de controle de qualidade e validagao do
método:

- Um volume de 200 uL de sangue total € diluido em solugédo de 500

uL de Triton X-100 0,2% (p/v) e &cido nitrico 2% (v/v). E adicionado
acido tricloroacético (TCA) para precipitar as proteinas, e o
sobrenadante é analisado.

- Foram usados uma mistura de 250 pg de W + 200 pg de Rh como
modificador permanente e NH4H,PO4 como modificador co-injetado.

- As massas caracteristicas e os limites de deteccao (n=20; 3DP)
para o Cd e Pb foram 1.26 e 33 pg e 0,026 pg/L e 0,65 pg/L,
respectivamente. O LQ para as analises dos doadores foi de
0,01 ug/dL para o Cd e 0,25 ug/dL para o Pb.

- A repetibilidade variou de 1,8 a 6,8% para o Cde 1,2 a 1,7%

para o Pb.
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- A precisdao do método foi checado pela analise de 3 Materiais de
Referéncia: Lyphocheck® Whole Blood Metals Control level 1 and
Seronorm™ Trace Elements in Whole Blood levels 1 e 2.
As concentragdes encontradas nao apresentaram diferencas

estatisticas ao nivel de confianga de 95%.

O Laboratdrio do Setor de Analises Toxicoldgicas da Cetesb participa
desde 2005, do Programa de Ensaio de Proficiéncia para Chumbo em
Sangue do Instituto Adolfo Lutz (IAL), habilitado pela ANVISA/REBLAS
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/Rede Brasileira de Laboratorios
Analiticos em Saude). O desempenho do laboratério é satisfatério em todos
os critérios estatisticos avaliados pelo IAL, estando a exatiddo dos
resultados em plena concordancia com os valores de referéncia,
estatisticamente reportados pelo IAL.

Além dos controles de qualidade ja citados, a UBA analisou também
Pb e Cd em 112 amostras selecionadas aleatoriamente entre as enviadas
para analise de mercurio, € os resultados foram comparados com os da
Cetesb. O objetivo dessa comparagao foi complementar o controle de
qualidade analitica do chumbo, pois o interlaboratorial do IAL contempla
apenas o Pb e ainda para niveis mais elevados do que os encontrados em
sangue de populagdo sem exposi¢ao ocupacional e, no caso do Cd, para
controle de qualidade ja que a Cetesb nao participa de interlaboratorial para
este metal na matriz sangue. Os resultados mostraram-se satisfatorios

conforme mostra a Tabela 3. A diferenca observada no niumero de amostras
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analisadas (n) dos dois laboratérios,. deve-se a problemas técnicos que
inviabilizam a analise de algumas amostras, como por exemplo a

coagulagao do sangue.

Tabela 3 - Comparagao dos resultados das analises de chumbo e cadmio em
amostras de sangue (ug/L), realizadas nos laboratérios da UBA e da Cetesb

Metais LQ N P10 P50 P95 MAX MG IC95%
Chumbo
UBA 2,10 108 13,60 25,40 56,30 70,20 24,60 22,40-27,00

Cetesb 2,60 112 13,80 24,40 51,60 81,30 24,40 22,40-26,50

Cadmio
UBA 0,12 108 <0,12 <0,12 0,30 1,30 <0,12
Cetesb 0,12 112 <0,12 0,15 0,42 1,47 0,15 0,13-0,16

LQ: Limite de Quantificagéo

P10, P50, P95: Percentis 10, 50 e 95

MAX: Valor maximo

MG: Média Geométrica

IC95%: Intervalo de Confianca de 95% da Média Geométrica

4.6.2 Determinacdo de mercurio total

As analises de Hg foram realizadas pela Agéncia Ambiental Federal
da Alemanha em Berlim como atividade integrante do acordo de cooperagao
entre a UBA e a Cetesb. Antes do inicio do presente projeto, foi realizada
uma visita técnica a agéncia ambiental da Alemanha, onde foram contatadas
a Dra. Kerstin Becker e Dra. Margarete Seiwert, pesquisadoras do GerES.
Essa visita resultou em uma cooperagao cujas atividades incluem analise de

Hg pela UBA, compromisso de discussao dos resultados em workshop a ser
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realizado em Sao Paulo e de publicacdo conjunta com os pesquisadores da
Faculdade de Medicina da USP, UBA e Cetesb que participaram do estudo.
A determinagdo das concentragdes de mercurio no sangue foi feita por
espectrometria de absorcdo atdbmica por vaporizagado a frio (sem chama),
apos pré-concentracdo em gaze de ouro-platina. Os resultados foram
avaliados pelo procedimento de adicdo padrao. O LQ foi de 0,02 pg/dL e as
taxas de recuperagdo? variaram de 60 a 80%. O controle da qualidade
analitica foi assegurado pela utilizacdo de materiais de referéncia como
sangue total humano liofilizado (Seronorm® TE Whole Blood Level | e Il da

Immuno, Heidelberg).

4.7 Tratamento dos dados/Analise estatistica

Os dados do questionario foram introduzidos em um banco de dados
através do software EpiData e conferidos por meio de dupla digitagao.
O banco foi convertido para SPSS versao 13.0 para realizagao da analise
estatistica.

Para descrever a populagdo estudada foram consideradas as
seguintes variaveis: sexo, faixa etaria, escolaridade, renda per capita e

habitos (consumos de pescado e bebida alcdolica, origem da agua de beber,

ZA recuperacao mede a eficiéncia do procedimento de extragdo de um método analitico.
Este teste deve ser realizado comparando-se os resultados analiticos de amostras
extraidas a partir de trés concentragdes (baixa, média e alta) com os resultados obtidos
com solugbes padrdes néo extraidos, que representam 100% de recuperagéo (Brasil,
2003; INMETRO 2007).
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cultivo de horta na residéncia, tempo da ultima doagao de sangue e total de
doagdes). Os doadores foram distribuidos por posto de coleta e por

municipio de residéncia.

4.7.1 Valores de referéncia para chumbo, cadmio e mercurio

O indicador escolhido foi o percentil 95 (P95), isto é, os valores de
referéncia a serem propostos serdo os limites superiores dos 1C95% dos
P95. Como esse indicador pressupde normalidade, foram testadas as
distribuicdes das concentragcbes dos metais no sangue quanto a
normalidade. Como as distribuicbes foram assimétricas, foi feita uma
transformacao dos dados para logaritmos naturais (LnPb, LnCd e LnHg).

Um Modelo Linear Geral foi ajustado tendo como variaveis resposta
as concentragdes de metais no sangue, e como fatores fixos 0 sexo e a faixa
etaria. A estatistica empregada para avaliar a influéncia do sexo e da faixa
etaria foi A de Wilk’s. Uma vez identificada a influéncia do fator, a estatistica
de F-Fisher foi empregada para identificar qual metal foi influenciado pelo
sexo e pela faixa etaria. Toda a analise é multivariada, ou seja, garante-se o
nivel de significancia conjunto para todas as inferéncias.

Intervalos de 95% de Confianga foram elaborados para o P95 e para
as concentragbes médias. Para o calculo dos percentis foi ajustada uma
distribuicdo aos dados, os parametros dessa distribuicdo (média e desvio)

foram obtidos pelos estimadores de Maxima Verossimilhanga.
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4.7.2 Anédlise univariada

Para verificar a relagdo entre as variaveis dependentes e as
independentes, procedeu-se a analise univariada por meio de analise de
regressao linear, mas somente para as variaveis dependentes LnPb e LnHg
pois, muitos valores de Cd estiveram abaixo do LQ.

A anadlise de regressdo univariada foi feita entre as variaveis
dependentes LnPb e LnHg e cada um dos seguintes fatores: sexo, faixa
etaria, escolaridade, frequéncia de consumo de pescado, frequéncia de
consumo de bebida alcodlica, origem da agua de beber, uso de
medicamento, habito de mascar chiclete, portador de restauracdo de
amalgama, reformou a casa recentemente, horta na residéncia, proximidade
da residéncia com fabrica, renda per capita, estado civil, tempo da ultima
doacdo, total de doagdes e pressdo arterial. Algumas variaveis
apresentaram n insuficiente ou os grupos eram muito heterogénios para
realizar a analise, por exemplo, a variavel consumo de produtos da horta
(sim: n=22 e ndo: n=1).

Foi feito o teste de correlacdo de Pearson para verificar a
correlagao entre os LnPb, LnCd e LnHg no sangue e a porcentagem de

hematdcrito.
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4.7.3 Analise de regresséo linear multipla

Foi feita a analise de regressao linear multipla para selecionar os
fatores que mais influenciam e avaliar as contribuicdes independentes para
as concentragdoes de Pb e Hg em sangue apds ajuste de potenciais fatores
de confusdo. Entraram nessa andlise somente as variaveis independentes
que apresentaram na analise univariada correlacdo com as variaveis
dependentes a um nivel de significAncia menor ou igual a 20% (p<0,20). As
variaveis foram entdo introduzidas uma a uma no modelo e somente aquelas
que eram preditivas das concentracbes dos metais a um nivel de
significancia de a<0,05 é que foram mantidas. A significancia do modelo com
a introdugcado de cada variavel foi verificada por meio do Teste da Razao de
Verossimilhanga. Porém, a variavel escolaridade ndo se mostrou significativa
(p=0,052) para Pb, mas por ter apresentado uma significancia muito préxima
de 0,05 e dados de literatura indicarem a importancia deste fator para
concentragdes de Pb em sangue, ela foi mantida no modelo.

O nivel de significancia adotado no estudo foi de 5%.
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5.1 Populacéo estudada

No total foram coletadas 653 amostras de sangue, porém 114 nao
puderam ser analisadas para Pb e Cd, e 60 para Hg. Portanto, foram
analisadas 539 amostras para Pb e Cd e 593 para Hg. O principal motivo
das perdas foi a coagulagdo de algumas amostras de sangue, o que
impossibilitou a sua analise. Outro motivo foi que aquelas que tiveram
resultado positivo no teste sorolégico realizado pela Colsan, 25 amostras,
nao puderam ser enviadas a Alemanha, o que levou a nao realizacdo da
determinacdo de mercurio nas mesmas. Outros fatores técnico-analiticos
também inviabilizaram algumas anadlises, por exemplo, 17 amostras nao
tiveram resultados do teste soroldgico e também n&o foram enviadas a
Alemanha. Por essa razao, o total de amostras com resultados para chumbo
e cadmio foi diferente daquele com resultados para mercurio. Com intuito de
analisar as perdas e verificar a ocorréncia de viés na amostragem, foi
aplicado teste estatistico para verificar as diferencas entre os estratos da
amostra e das perdas (Tabela 4). A tabela mostra que houve uma diferenga
apenas para chumbo e cadmio em relagéo a sexo. Houve mais homens na

amostra enquanto houve mais perdas de mulheres.
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Tabela 4 - Numero de individuos que tiveram amostras de sangue analisadas quanto
ao conteudo de Pb, Cd e Hg, e numero de perdas, segundo sexo e faixa etaria

CHUMBO e CADMIO MERCURIO
Amostras Perdas Amostras Perdas P
analisadas analisadas
N (%) N (%) N (%) N (%)
SEXO
Masculino 316 (58,6) 48 (42,1) 0,001 328 (55,3) 36 (60) 0,486
Feminino 223 (41,4) 66 (57,9) 265 (44,7) 24 (40)
IDADE
18-39 392 (72,7) 74 (64,9) 0,094 419 (70,7) 47 (78,3)
40-65 147 (27,3) 40 (35,1) 174 (29,3) 13 (21,7) 0,210
TOTAL 539 114 593 60

A Tabela 5 mostra a distribuicdo da populacédo estudada por posto da

Colsan. Devido ao numero muito reduzido de doadores que procuravam o

Posto S&o Caetano, decidiu-se por exclui-lo. Portanto, somente 9 postos

participaram do estudo.

Tabela 5 - Distribuicdo dos doadores pesquisados, segundo posto de coleta da
Colsan localizados na RMSP. Novembro de 2006

HOMENS MULHERES TOTAL
POSTO N (%) N (%) N (%)
C. Limpo 25 (6,9) 35 (12,1) 60 (9,2)
E. Matarazzo 6 (1,6) 2(0,7) 8(1,2)
Ipiranga 21 (5,8) 13 (4,5) 34 (5,2)
Sto André | 173 (47,5) 119 (41,2) 292 (44,7)
Sto André Il 8(2,2) 4(1,4) 12 (1,8)
S. Bernardo 36 (9,9) 35 (12,1) 71(10,9)
Tatuapé 38 (10,4) 33 (11,4) 71 (10,9)
T. Setubal 4(1,1) 5(1,7) 9(1,4)
Vergueiro 53 (14,6) 43 (14,9) 96 (14,7)
TOTAL 364 (100) 289 (100) 653 (100)
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Os doadores eram de ambos os sexos, com idades entre 18 e 65
anos e residentes na RMSP. Houve um doador que na data da coleta ja
tinha completado 66 anos. As caracteristicas gerais da populagao estudada

estao dispostas na Tabela 6.

Tabela 6 - Populagdo estudada, segundo faixa etaria (anos), nivel de escolaridade
e renda per capita (reais)

HOMENS MULHERES TOTAL
N (%) N (%) N (%)
FAIXA ETARIA
18-39 265 (72,8) 201 (69,6) 466 (71,4)
40-65 99 (27.2) 88 (30,4) 187 (28,6)
TOTAL 364 (55,7) 289 (44,3) 653 (100)
ESCOLARIDADE
Sem instrugao 1(0,3) 0 (0) 1(0,2)
Prim. incompl.1 31(8,6) 21 (7,3) 52 (8,0)
Prim. compl.2 47 (13) 31 (10,8) 78 (12,0)
Médio incompl.® 41 (11,3) 18 (6,3) 59 (9,1)
Médio compl.* 176 (48,6) 144 (50,3) 320 (49,4)
Sup. incompl.® 23 (6,4) 31 (10,8) 54 (8,3)
Sup. compl.? 43 (11,9) 41 (14,3) 84 (13,0)
TOTAL 362 (100) 286 (100) 648 (100)
RENDA PER CAPITA
Até 350 146 (42,9) 113 (41,2) 259 (42,2)
351 — 1225 179 (52,6) 146 (53,3) 325 (52,9)
1226 — 2800 14 (4,1) 14 (5,1) 28 (4,6)
2801 — 3501 1(0,3) 1(0,4) 2 (0,3)
TOTAL 340 (100) 274 (100) 614 (100)
! Primario incompleto % Primario completo > Médio incompleto

* Médio completo ® Superior incompleto  ° Superior completo
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Os doadores de sangue que participaram da pesquisa residiam em 18

municipios da RMSP (Tabela 7). Nota-se uma predominancia no municipio

de Sao Paulo, seguido por Sao Bernardo do Campo e Santo André.

Tabela 7 - Distribuicdo dos doadores segundo municipio de residéncia

MUNICIPIO HOMENS MULHERES TOTAL
N (%) N (%) N (%)
Carapicuiba 2 (0,5) 0(0) 2(0,3)
Cotia 1(0,3) 0 (0) 1(0,2)
Diadema 23 (6,3) 6(2,1) 29 (4,4)
F. Vasconcelos 2 (0,5) 1(0,3) 3 (0,5)
Guarulhos 1(0,3) 1(0,3) 2(0,3)
Itapecerica Serra 3(0,8) 0 (0) 3(0,5)
Juquitiba 1(0,3) 0(0) 1(0,2)
Maua 33 (9,1) 19 (6,6) 52 (8,0)
Poa 0 (0) 2(0,7) 2(0,3)
Ribeirao Pires 10 (2,7) 5(1,7) 15 (2,3)
Rio Grande Serra 6 (1,6) 3(1) 9(1,4)
Santana Parnaiba 0 (0) 1(0,3) 1(0,2)
Sto André 49 (13,5) 39 (13,5) 88 (13,5)
Sé&o Bernardo 66 (18,1) 50 (17,3) 116 (17,8)
Sao Caetano 6 (1,6) 7(2,4) 13 (2,0)
Sé&o Paulo 156 (42,9) 154 (53,3) 310 (47,5)
Suzano 4(1,1) 1(0,3) 5(0,8)
Taboao Serra 1(0,3) 0(0) 1(0,2)
TOTAL 364 (100) 289 (100) 653 (100)
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5.2 Resultados de metais em sangue

Verificacdo da hip6tese de normalidade dos dados de concentracao

dos metais em sangue

Face a assimetria observada na distribuicdo das concentragdes dos
metais em sangue (Figura 7), foi feita a transformac&o logaritmica dos
dados. Apds a transformagdo, o chumbo e o mercurio aderiram
perfeitamente a distribuicdo normal, os pequenos desvios observados nao
afetam o indicador escolhido na pesquisa, o percentil 95% (Figura 8). Porém,
as concentragcdes de cadmio, mesmo transformadas, ndo seguiram o padrao
da distribuicdo Normal ou Gaussiana. Assim, para o cadmio foi necessario

utilizar-se de procedimento adicional, descrito no préximo item.
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Valores esperados da Normal

Gréfico Normal Q-Q das concentracdes de Pb (ug/L) Gréfico Normal Q-Q das concentragdes de Cd (ug/L)
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Figura 7 - Grafico dos Quantis da distribuicdo Normal x Concentragbes de metais
sem transformagéao para logaritmo natural
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Figura 8 - Grafico dos Quantis da distribuicdo Normal x Concentragbes de metais
transformados em logaritmo natural
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Avaliacdo das concentracdes de cadmio

Mesmo com a utilizacdo de um método analitico mais sensivel, foi
grande o numero de individuos que apresentaram valores de cadmio
inferiores ao limite de quantificagdo do método, 348 do total de 539 com
dados validos, correspondendo a 65% dos doadores. Nas Figuras 7 e 8, os
graficos de cadmio foram construidos usando o valor de 0,05 ug/L, que
corresponde a metade do limite de quantificacdo do método, para as
concentragbes de Cd que ficaram abaixo do LQ. Esse procedimento é
bastante usado, mas quando a porcentagem de valores abaixo do LQ é
muito elevada, como é o caso, ainda assim podem ocorrer distorgdes, como
a observada.

A Figura 9 mostra as distribuicbes do logaritmo natural das
concentragcdes observadas do Cd. Nos dois primeiros graficos (A e B) foram
incluidas as concentragdes de toda a populagéo estudada e nos outros (C e D)
somente as concentragdes de cadmio superiores ao LQ que é 0,1 ug/L.
Observa-se que o ajuste a distribuicdo normal fica melhor nas distribuicdes
onde foram incluidos somente os valores acima do LQ (C e D). Nota-se
também que esse ajuste € melhor nos percentis mais elevados, lembrando

aqui, que nosso objetivo que é estimar o P95.
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Empirical CDF of LNCD Empirical CDF of LNCD
Normal Normal
FAIXAET =1 FAIXAET =2
100 Mean  -4,789 100 Mean -4738

StDev  0,7824 StDev  0,7936
N 234 N 82
80 80
60 60

40

Percent

Percent

40

20 20

7 6 5 4 3 2 7 6 5 4 3 2
LNCD LNCD
Empirical CDF of LNCD Empirical CDF of LNCD
Normal Normal
FAIXAET =1 FAIXAET =2
100 Mean  -3,897 100 Mean  -3985
StDev  0,6577 StDev  0,6953
N 85 N 35
80 80
2 60 2 60
& 2
20 20
0 / )
T T
6 5 -4 -3 2 -6 -5 -4 3 2
LNCD LNCD

Figura 9 - Distribuicoes dos logaritmos naturais das concentragdes de cadmio para
as duas faixas etarias, de toda populagdo estudada (A e B) e somente das
concentragdes acima do limite de quantificagdo (C e D)

Esse fato caracteriza essa distribuicdo como Truncada no limite de
detecgdo do método. Como consequéncia, podemos estimar o P95 da
distribuicdo global (todos os dados), com base na soma do valor do limite
(=P65) com o P30 da distribuicdo dos dados acima do limite. A soma é

exatamente o percentil desejado, ou seja, 95% dos dados estardo abaixo

desse valor.
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Utilizando apenas os dados observados acima do limite de
quantificacdo do meétodo de analise do Cd, procedeu-se ao ajuste da
distribuicdo dos dados . Como mostra a Figura 10, para esse conjunto de
dados, acima do LQ, a hipétese de normalidade pode ser assumida.
O indicador escolhido P95 foi obtido a partir dessa distribuicao ajustada.
Isto é, os dados reais compreendiam 100% da distribuicao, porém 65% dos
valores estiveram abaixo do LQ, ndo sendo possivel saber as verdadeiras

concentragdes de 65% da distribuicéao.

Gréfico Normal Q-Q do In Cd
n=191

2

0

Valores esperados da Normal
1

Valores observados

Figura 10 - Quantis da distribuicdo Normal x concentragées de Cd acima do Limite
de Quantificagao

® A distribuicdo ajustada garante a robustez para a estimativa desejada (P95), p.ex. se na
amostra existissem individuos com histérico de exposicao, esse viés seria eliminado, caso
contrario, comprometeria o P95 da distribui¢cdo bruta.
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Concentracdes de Pb, Cd e Hg no sangue

A Tabela 8, mostra a distribuicdo das concentragdes (ug/L) de Pb , Cd

e Hg no sangue da amostra estudada.

Tabela 8 - Distribuicdo das concentragbes (ug/L) de Pb , Cd e Hg no sangue da
populacao estudada

Chumbo Cadmio Mercurio

N 539 539 593
Média 27,1 0,10 1,40
DP?2 15,5 0,15 1,40
MG®

Masc 28,0 0,08 0,95

Fem 18,6 0,10 1,07

Total 23,7 0,08 0,98
IC95* 22,4 -247 0,08 — 0,09 0,90 - 1,05
Minimo 1,3 0,05 0,10
Maximo 131,0 1,70 12,40
N<LQ® 0 348 9

' Média aritmética dos dados brutos, sem transformag&o para logaritmo natural
% Desvio padrao da média aritmética

* Média geomeétrica

*Intervalo de 95% confianga da média geométrica total

® Resultados abaixo do limite de quantificacao
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Associacédo das concentracdes de chumbo e mercurio com as variaveis

independentes

Para verificar a relagdo entre as variaveis dependentes e as
independentes, procedeu-se a analise univariada por meio de regressao
linear, mas somente para as variaveis dependentes LnPb e LnHg, uma vez
que muitos valores de Cd ficaram abaixo do LQ.

As Tabelas 9 e 10 mostram a relagdo de potenciais determinantes
com as concentragdes de chumbo e mercurio em sangue, respectivamente.
Os dados apresentados correspondem aos exponenciais do logaritmo
natural. Como mostra a Tabela 9, os fatores que apresentaram associagao
significativa (p<0,05) com chumbo em sangue foram sexo, faixa etaria,
escolaridade, consumo de bebida alcodlica, mascar chiclete (quem nao
masca tem valor maior de Pb), horta na residéncia e pressao arterial
alterada. Ja as variaveis que foram significativas para Hg em sangue foram
escolaridade, consumo de pescado, uso de remédios e presenca de
restauracao de amalgama (Tabela 10).

Para verificar a correlagao entre os metais estudados e o hematécrito,
foi feito o teste de correlacdo de Pearson. Apenas o chumbo (InPb)

apresentou correlagéo positiva com hematdcrito (r=0,296, p<0,001).
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Tabela 9 - Relagédo de potenciais determinantes com concentragdo de chumbo em
sangue: Estimativa do parametro, Erro padrao, 1C95% da Estimativa do parametro e
significancia (p) na Regresséo Linear Univariada

Estimativa do

Variaveis A Erro Padréo IC95% P
parametro

SEXO <0,001
Masculino 1,505 0,043 1,384-1,637
Feminino Referéncia

Faixa etaria <0,001
18-39 Referéncia
40-65 1,209 0,051 1,094-1,335

Escolaridade 0,015
Primario 1,281 0,07 1,115-1,471
Medio 1,105 0,058 0,986-1,240
Superior Referéncia

Consumo pescado 0,977
Diariamente e (+ 1x semana) 1,138 0,121 0,898-1,442
1xsemana 1,053 0,076 0,907-1,224
2a3xmés 1,084 0,083 0,921-1,275
1 X més 1,026 0,062 0,908-1,160
Nao come Referéncia

Consumo bebida alcodlica 0,048
Diariamente 1,508 0,109 1,218-1,870
Fim de semana 1,154 0,047 1,051-1,266
Nao bebe Referéncia

Agua de beber 0,773
Mineral 1,040 0,05 0,942-1,147
Poco 1,404 0,12 1,110-1,775
Rede de distribui¢ao publica Referéncia

Uso de remédios 0,282
Sim 0,943 0,055 0,846-1,050
Nao Referéncia

Masca chiclete 0,002
Sim 0,866 0,046 0,791-0,948
Nao Referéncia

Restauracao de amalgama 0,345
Sim 0,952 0,051 0,861-1,053
Nao Referéncia

Reforma 0,691
Sim 1,019 0,048 0,928-1,119
Nao Referéncia

Continua...
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Conclusao Tabela 9

Estimativa do

Variaveis A Erro Padréo IC95% P
parametro

Horta 0,030
Sim 1,280 0,113 1,024-1,598
Nao Referéncia

Fabrica 0,332
Sim 0,952 0,051 0,862-1,051
Nao Referéncia

Renda 0,128
até 350 1,171 0,113 0,938-1,461
351-1225 1,095 0,112 0,879-1,363
>1226 Referéncia

Estado civil 0,359
Casado Referéncia
Solteiro, vilvo, separado 0,959 0,046 0,876-1,049

Tempo da ultima doacgéo 0,075
Primeira vez 0,921 0,046 0,841-1,008
>3 meses Referéncia

Total de doacdes 0,676
Primeira vez 0,918 0,085 0,777-1,084
1a5 1,010 0,085 0,855-1,195
>5 Referéncia

Presséo arterial <0,001
Alterada 1,224 0,057 1,095-1,369

Normal Referéncia
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Tabela 10 - Relagcdo de potenciais determinantes com concentracdo de mercurio
em sangue: Estimativa do parémetro, Erro padrdo, IC95% da Estimativa do
parametro e significancia (p) na Regressao Linear Univariada

Variaveis Estimativa do Erro IC95% p
paréametro Padréo

SEXO 0,874
Masculino 0,990 1,067 0,871-1,125
Feminino Referéncia

Faixa etaria 0,078
18-39 Referéncia
40-65 1,133 1,074 0,986-1,303

Escolaridade <0,001
Primario 0,601 1,103 0,497-0,728
Médio 0,669 1,081 0,574-0,780
Superior Referéncia

Consumo pescado <0,001
Diariamente e (+ 1x semana) 2,257 1,166 1,667-3,056
1xsemana 1,879 1,107 1,539-2,298
2a3xmés 1,726 1,120 1,384-2,153
1 X més 1,495 1,088 1,266-1,763
Nao come Referéncia

Consumo bebida alcodlica 0,177
Diariamente 1,361 1,181 0,981-1,885
Fim de semana 1,089 1,069 0,954-1,242
Nao bebe Referéncia

Agua de beber 0,061
Mineral 0,983 1,073 0,857-1,129
Poco 1,146 1,179 0,829-1,582
Rede Referéncia

Uso de remédios 0,043
Sim 1,168 1,079 1,005-1,355
Nao Referéncia

Masca chiclete 0,731
Sim 1,022 1,067 0,900-1,162
Nao Referéncia

Restauracdo de amalgama <0,001
Sim 1,334 1,075 1,158-1,536
Nao Referéncia

Reforma 0,794
Sim 1,017 1,068 0,893-1,160
Nao Referéncia

Continua...
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Concluséao Tabela 10

A Estimativa do Erro o
Variaveis parametro Padrio 1C95% P
Horta 0,386
Sim 0,870 1,174 0,635-1,192
Nao Referéncia
Fabrica 0,401
Sim 1,063 1,075 0,922-1,225
Nao Referéncia
Renda 0,180
até 350 0,647 1,170 0,475-0,880
351-1225 0,764 1,168 0,564-1,036
>1226 Referéncia
Estado civil 0,291
Casado Referéncia
Solteiro, vitvo, separado 0,933 1,067 0,822-1,061
Tempo da ultima doacgéo 0,077
Primeira vez 0,890 1,068 0,783-1,013
>3 meses Referéncia
Total de doacdes 0,676
Primeira vez 0,965 1,129 0,760-1,225
1a5 1,124 1,129 0,885-1,426
>5 Referéncia
Pressao arterial 0,770
Alterada 0,977 1,083 0,835-1,142
Normal Referéncia

Analise de regresséo linear multipla

As Tabelas 11 e 12 mostram os resultados da analise de regressao
linear multipla para chumbo e mercurio respectivamente (exponenciais de
In). Foram introduzidas no modelo as variaveis que apresentaram na analise
univariada o valor de p<0,20, e permaneceram aquelas com nivel de

significancia < 0,05 no teste da Raz&o de Verossimilhanga.
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Segundo o modelo (Tab. 11), as variaveis que mais contribuiram para
os niveis de chumbo em sangue foram sexo, onde os homens apresentaram
cerca de 50% mais chumbo em sangue do que as mulheres; e faixa etaria,
as pessoas com idade entre 40 e 65 anos apresentaram cerca de 23% mais
chumbo em sangue quando comparadas as com idades entre 18 e 39 anos.

Para as concentragdes de mercurio em sangue (Tab. 12), a variavel
que mais contribuiu foi consumo de peixe, onde as pessoas que consomem
peixe diariamente ou mais que uma vez por semana possuem 107% mais
mercurio em sangue quando comparadas com uma pessoa que nao come
peixe. Do mesmo modo, observou-se 80%, 60% e 45% mais mercurio
naquelas pessoas que consomem uma vez por semana, 2 a 3 vezes por
més e uma vez por més em relagdo as que ndao comem peixe. Possuir
restauracédo de amalgama aumentou cerca de 24% os niveis sanguineos de
mercurio quando comparadas as pessoas que nao tinham restauracao e os
individuos na faixa de idade entre 40 e 65 anos apresentaram cerca de 19%
mais mercurio em sangue do que a faixa de 18 a 39 anos.

Também em relacdo aos niveis de mercurio em sangue, a variavel
escolaridade mostrou associagao significativa, porém negativa, os individuos
com menor grau de escolaridade apresentam menos mercurio em sangue
quando comparados com aqueles com nivel superior. Pessoas com nivel de
escolaridade primario e médio apresentam cerca de 33% e 29% menos

mercurio em sangue do que as de nivel superior.
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Tabela 11 - Resultados da regressdo linear multipla relativa a associagdo
significativa (p<0,05) entre concentragcdo de chumbo em sangue e as variaveis
explicativas

Modelo Estimativa do Erro Padrao p IC 95%
pardmetro
Constante 1,752 1,036 <0,001 1,636-1,876
Sexo 1,516 1,043 <0,001 1,395-1,647
Faixa etaria 1,229 1,048 <0,001 1,121-1,346

Tabela 12 - Resultados da regresséo linear multipla relativa a associagao significativa
(p<0,05) entre concentracao de mercurio em sangue e as variaveis explicativas

Estimativa Erro
Modelo Ado Padrio p IC 95%
parametro
Constante 0,074 1,116  <0,001 0,060-0,092
Come peixe diariamente e (+1xsemana) 2,073 1,162 <0,001 1,545-2,784
Come peixe 1xsemana 1,809 1,108 <0,001 1,477-2,214
Come peixe 2-3xmes 1,606 1,117 <0,001 1,292-1,998
Come peixe 1xmes 1,446 1,089 <0,001 1,225-1,707
Escolaridade primario 0,670 1,104 <0,001 0,552-0,814
Escolaridade médio 0,705 1,080  <0,001 0,606-0,820
Possuir restauragdo de amalgama 1,237 1,071 0,002 1,081-1,416

Faixa etaria 1,188 1,071 0,013 1,037-1,359
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Anélise Multivariada para avaliacdo dos efeitos do sexo e faixa etaria

sobre as concentragbes de metais no sangue

Foram ajustados Modelos Lineares Gerais* para avaliacdo conjunta
dos possiveis efeitos do sexo e faixa etaria dos doadores sobre as
concentragdes dos metais pesquisados, Pb, Cd e Hg.

A Tabela 13 apresenta as estatisticas relativas ao ajuste do modelo
linear geral para o chumbo. O resultado desse ajuste foi que sexo e faixa
etaria constituem fatores significativos para a concentragdo de chumbo no
sangue dos doadores, e ndo foi detectada influéncia da interagao entre sexo
e faixa etaria (p=0,745). Portanto, as mulheres apresentaram concentragdes
significativamente inferiores de chumbo e houve aumento significativo nos
niveis de Pb no sangue com o aumento da idade. Na Figura 11 estéo
representadas as médias geométricas observadas de chumbo (ug/L) por

sexo e faixa etaria.

* O Modelo Linear Geral (MLG) é a generalizagao de diversos testes: teste-t, Analise de
Varidncia (ANOVA), Andlise de Covariancia (ANCOVA), analise de regressao, e muitos
dos métodos multivariados. Fazendo uma analogia com o modelo linear bivariado que
descreve o relacionamento entre 2 varidveis, mostrando os padrdes gerais dos dados de
maneira mais concisa do que permite olhando-se a distribuicdo inteira, o MLG usa a
mesma equacgado da bivariada, porém possibilita a andlise de grupos de variaveis, nao
apenas uma. O MLG permite resumir uma grande variedade de resultados de pesquisa
(Trochim, 2006).
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Tabela 13 - Relacionamento das variaveis sexo e faixa etaria com os niveis de
chumbo no sangue

Somade Quadrado

Fonte de variacéo Quadrados gl Médio F Sig.
Modelo 26,442 3 8,814 37,974 <0,001
Intercepto 318,101 1 318,101 1370,509 <0,001
Faixa etaria 4,351 1 4,351 18,747 <0,001
Sexo 18,709 1 18,709 80,604 <0,001
Interagcao SxFE 0,025 1 0,025 0,106 0,745
Erro 124,176 535 0,232
Total 549,793 539
40 -

— 32,9

N

2 30 |

ﬁ O Masculino

z§ 20 - Feminino

g = Total

c
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(@]

O

0
Faixa etaria

Figura 11 - Médias geométricas de chumbo em sangue (ug/L) da populagéo
estudada, segundo sexo e faixa etaria.

A Tabela 14 apresenta as estatisticas relativas ao ajuste do modelo
linear geral para o mercurio. Os resultados do ajuste do modelo apontaram

haver indicios (p=0,078) de que somente a faixa etaria teria influéncia sobre
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as concentragdes de mercurio no sangue, 0 sexo nao apresentou influéncia
sobre as concentragdes desse metal. Assim, as concentragbes de mercurio
no sangue aumentam com a idade da pessoa, isto independentemente do

seu sexo. A Figura 12 apresenta as médias geométricas observadas de

mercurio (ug/L) por sexo e faixa etaria.

Tabela 14 - Relacionamento das variaveis sexo e faixa etaria com os niveis de

mercurio no sangue

Fonte de Somade Quadrado :
variacao Quadrados gl Médio F Sig.
Modelo 1,940 2 0,970 1,564 0,078
Intercepto 2567,713 1 2567,713 4139,822 <0,001
Sexo 0,010 1 0,010 0,017 0,897
Faixa etaria 1,924 1 1,924 3,103 0,078
Erro 365,946 590 0,620
Total 3561,389 593
1,5 1
1,14 1,10 1.07
1 4
O Masculino
Feminino

0,5

Concentracdo de Hg ( pg/L)

18 a 39

Faixa etéaria

40 a 65

= Total

Figura 12 - Médias geométricas de mercurio em sangue (ug/L) da populagao
estudada, segundo sexo e faixa etéaria
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A Tabela 15 apresenta as estatisticas relativas ao ajuste do modelo
linear geral para o cadmio, foram considerados todos os doadores.
O resultado do ajuste do modelo mostra que ha efeito significativo na
interacao entre o sexo e a faixa etaria, isto €, nas mulheres com o aumento
da idade observa-se aumento dos niveis de cadmio. Nos homens o nivel
médio das concentragdes praticamente manteve-se nas faixas etarias.
A Figura 13 apresenta de forma grafica as médias geométricas observadas

de cadmio (ug/L) por sexo e faixa etaria.

Tabela 15 - Relacionamento das variaveis sexo e faixa etaria com os niveis de
cadmio no sangue

Fonte de variacao Q?Jc;grzggs gl Ql;/?édéﬁjdo F Sig.

Modelo 10,077 3 3,359 5,785 0,001
Intercepto 9477,941 1 9477,941 16323,654 <0,001
Sexo 0,025 1 0,025 0,043 0,836
Faixa etaria 6,594 1 6,594 11,356 0,001
Interacao SxFE 4173 1 4,173 7,188 0,008
Erro 310,635 535 0,581

Total 12756,252 539
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= 0,05 1
[}
o
<
Q
@)

0

Faixa etaria

Figura 13 - Médias geométricas de cadmio (ug/L) segundo sexo e faixa etaria
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5.3 Valores de referéncia para os metais segundo sexo e

faixa etaria

Para a proposicao de VR optou-se pelo limite superior do IC 95% do
P95 das distribuigbes ajustadas dos metais. A Tabela 16 apresenta os
valores relativos ao indicador selecionado para a concentracdo de metal em
sangue. Também sao apresentados os respectivos Intervalos de Confianca
para a média e os valores dos percentis, obtidos a partir do ajuste de
distribuicbes cujos parametros (média e desvio) foram estimados por meio

da técnica de Maxima Verossimilhanca.

Tabela 16 - Valores de referéncia para Pb, Cd e Hg em sangue (ug/L), derivados
dos valores ajustados a partir das distribui¢cdes e corrigidos no caso do cadmio

Percentis Maxima

03
Verossimilhanga IC 95%

IC 95%?

Metal Sexo aXa& MG!

etaria
LI LS P10 P50 P90 P95 LI LS

" 18a39 234 26,46 2500 28,00 1501 26,46 46,63 54,76 50,20 59,73
asc.
40a65 82 3294 2990 36,30 1856 32,94 5847 6881 5930 79,84

PB
F 18a39 158 17,61 16,23 19,10 9,02 17,61 34,38 4156 36,68 47,09
em.
40a65 65 21,26 18,65 24,24 10,65 21,26 4243 51,61 4221 63,10
¥] 18a39 234 008 008 009 003 008 023 035 030 0,41
asc.
cd 40a65 82 0,09 o007 010 003 009 024 028 022 0,35
5 18a39 158 0,07 006 008 003 007 016 039 032 0,48
em.
40a65 65 011 009 013 004 011 033 036 029 044
4] 18a39 234 094 083 106 033 094 261 357 296 4,30
asc.
H 40a65 94 1,14 098 132 043 114 327 405 321 5,10
g . 18a39 185 094 085 105 037 094 242 3,16 268 3,71
em.

40a65 80 1,10 091 133 036 1,10 333 456 341 6,10

' Média geométrica % Intervalo de 95% de confianga da MG
® Intervalo de 95% de confianga do Percentil 95 (P95)

LI: Limite inferior do 1C95%

LS: Limite superior do 1C95%
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As Tabelas 17 a 19 foram elaboradas com a finalidade de verificar a
adequacao da proposta de valores de referéncia para o Cd, baseada na
correcao do P30, e para o Pb e Hg baseados em P95, como sendo o Limite
Superior do IC95% do P95, conforme Tabela 16 (anterior). Ao analisarmos
as Tabelas 17 a 19, vemos que em todos os casos as porcentagens foram
bastante coerentes com o indicador usado para a definigdo dos valores de

referéncia.

Tabela 17 - Distribuicdo dos casos de concentracdo de Cd em sangue acima dos
valores de referéncia (VR)

Faixa etaria

Sexo Total
18-39 40-65

Masculino

N abaixo do VR Cd 219 77 296
93,6% 93,9% 93,7%

N acima do VR Cd 15 5 20
6,4% 6,1% 6,3%

Total 234 82 316
100% 100% 100%

Feminino

N abaixo do VR Cd 153 59 212
96,8% 90,8% 95,1%

N acima do VR Cd 5 6 11
3,2% 9,2% 4,9%

Total 158 65 223

100% 100% 100%
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Tabela 18 - Distribuicdo dos casos de concentragdo de Pb em sangue acima dos
valores de referéncia

Faixa etaria

Sexo Total
18-39 40-65

Masculino

N abaixo do VR Cd 222 79 301
94,9% 96,3% 95,3%

N acima do VR Cd 12 3 15
5,1% 3,7% 4,7%

Total 234 82 316
100% 100% 100%

Feminino

N abaixo do VR Cd 154 64 218
97,5% 98,5% 97,8%

N acima do VR Cd 4 1 5
2,5% 1,5% 2,2%

Total 158 65 223
100% 100% 100%

Tabela 19 - Distribuicdo dos casos de concentragdao de Hg em sangue acima dos
valores de referéncia

Faixa etaria

Sexo Total
18-39 40-65

Masculino

N abaixo do VR Cd 228 93 321
97,4% 98,9% 97,9%

N acima do VR Cd 6 1 7
2,6% 1,1% 2,1%

Total 234 94 328
100% 100% 100%

Feminino

N abaixo do VR Cd 177 78 255
95,7% 97,5% 96,2%

N acima do VR Cd 8 2 10
4,3% 2,5% 3,8%

Total 185 80 265

100% 100% 100%




6 DISCUSSAO

6.1 Valores de referéncia propostos para chumbo, cadmio e

mercurio

Os valores de referéncia propostos (Tabela 16), foram estratificados
para sexo e faixa etaria, pois, pelo menos para o chumbo, esses fatores
mostraram ser determinantes para a concentragdo do metal no sangue. No
caso do mercurio, a faixa etaria parece ter influéncia nas concentragdes
desse metal, o que ndo acontece com o sexo. Dessa maneira, para o
mercurio os VR poderiam ser estratificados apenas por faixa etaria. Ja para
o Cd, pelo ajuste do modelo linear geral, observou-se que ha aumento das
concentragdes de Cd nas mulheres com o aumento da idade, esta interagao
nao foi percebida no sexo masculino. Para manter a uniformidade, decidiu-
se apresentar os VR dos trés metais estratificados por sexo e faixa etaria,
como sdo na maioria das vezes, apresentados os VR em outros paises
(Puklova, 2008; Apostoli et al., 2002; CDC, 2005a; Schulz et al., 2007Db).

A opcado em usar o limite superior da distribuicdo dos valores
observados como VR, é em razado desse parametro ser utilizado nos estudos
mais representativos de biomonitorizacdo de populagdo de varios paises.

A similaridade metodoldgica, inclusive na expressdo dos VR, facilita a
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comparagao entre os diversos estudos. Ademais, a falta de informacoes
sobre a exposi¢cao da populagao geral aos metais estudados no nosso pais,
tanto de dados de biomonitorizagdo como ambientais, ndo nos permite
estabelecer os cenarios de exposicdo a que nossa populagcdo esta exposta.
Dessa maneira um parametro mais abrangente que incluisse as possiveis
variagbes nas concentragbes dos metais devido a fatores sécio-
demograficos, de estilo de vida, e de caracteristicas individuais, nos pareceu
mais adequado. Porém, tivemos a preocupacao de apresentar os dados de
maneira descritiva e detalhada, com a inclusdo na Tabela 16 de outros
parametros além do estimador usado para derivar os VR. Dessa maneira,
fica disponibilizada uma fonte importante de informacbdes para os setores
interessados, os quais poderao optar por outros parametros que possam ser
utilizados como VR, conforme seus julgamentos.

A utilizacdo dos resultados do estudo deve ser orientada segundo o
objetivo do interessado, no caso de avaliar a situagédo geral dessa populagao
em relacdo a exposi¢cao ambiental a esses metais, a média pode fornecer
essa informacado. Mas em outra situagao mais especifica onde se suspeita
de exposicdo aumentada de determinado grupo de individuos, o P95 e seu
IC95% podem ser mais indicados.

No sentido de comparar os resultados aqui encontrados com outros
estudos que derivaram VR, foi elaborada a Tabela 26, com os valores de
referéncia para Pb, Cd e Hg no sangue estimados para varias populagdes.
E importante ressaltar que nesses estudos foram usadas diferentes

metodologias para derivar os VR, bem como os parametros estatisticos



Discussao 102

adotados. Somente os dados de 2005 e 2007 da Republica Checa nao sao
os VR daquela populagdo e sim correspondem as medianas obtidas nos
estudos de biomonitorizagdo desses anos. Mesmo assim, foram colocados
na tabela por serem dados atualizados que podem ser usados para
comparar com nossos resultados. O estudo da Republica Checa coleta
rotineiramente esses dados, periodicamente os avalia e compara com dos
anos anteriores, e os disponibiliza as autoridades para subsidiar decisdes
em meio ambiente e saude publica. A avaliagado desses dados pode indicar a
necessidade de atualizacdo do VR ja estabelecido anteriormente, nesse
caso os novos VR serdo derivados a partir desses estudos mais atuais.
Do contrario, permanecem os ja estabelecidos, como € o caso dos VR

vigentes atualmente para a populagao Checa, que sdo aqueles derivados

com base nos estudos do periodo de 2001-2003.



Tabela 20 - Valores e intervalos de referéncia propostos para chumbo, cadmio e mercurio em sangue de adultos (ug/L) em diversas
populacdes

LOCAL E ANO DO ESTUDO POPULA(;AO CHUMBO CADMIO MERCURIO REFERENCIA
Diversos paises N&o come peixe 2+1,8° Nordberg et al., 1992
Apos 1976 Baixo consumo peixe 5+3,8°

Médio consumo peixe 75+4,8°

Alto consumo peixe - - 42,7 +26,7°

Consumo desconhecido peixe 5+28°
Republica Checa Masculino 95° - - Kliment, 2000
1996-1999 Feminino 80° - -

Total - 1,2° 2,8°
2001-2003 18-59 anos Batariova et al., 2006

Masculino 80° 3,5° 3,1°

Feminino 65° 3P 4°

Total 75° 3P 3,5°

Fumante 80° 45° 3,6°

Nao fumante 75° 1,1 b 34°

Lustigova e Puklova, 2006

2005 Masculino 35° - 0,91°

Feminino 27° - 1,16°

Total - - -

Fumante - 1,3° -

N&o fumante - 0,5° - Puklova, 2008
2007 Masculino 33° - 0,8°

Feminino 24° - 0,9°

Total - - -

Fumante - 1° -

Nao fumante

Continua...
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Conclusao Tabela 20

LOCAL E ANO DO ESTUDO POPULACAO CHUMBO CADMIO MERCURIO REFERENCIA
Alemanha 18-69 anos Schulz et al., 20073,
1997/99 Masculino 90¢ - - Wilhelm et al., 2004
Feminino 70¢ - -
Total - - -
Nao fumante - 1¢ -
Come peixe <3x més - - 2¢
Brasil - Londrina (PR) Masculino 12-140,4° - - Paoliello et al., 2001
1994-1996 56
Feminino 12-134,9° - -
54f
Total 12-137,2° - —
55'
EUA — NHANES Masculino 60 (54-65)° 1,3 (1,2-1,5)° - CDC, 2005a
1999-2000 Feminino 40 (37-42)° 1,3 (1,1-1,4)° -
Total 52 (48-55)9 1,5 (1,4-1,6)° -
Feminino/16-49 anos - - 7,1(5,3-11,3)°
2001-2002 Masculino 53 (50-55) 9 1,4 (1,2-1,8)¢ -
Feminino 36 (30-38) ¢ 1,4 (1,2-1,6)° -
Total 46 (42-49)° 1,6 (1,3-1,8)¢ -
Feminino/16-49 anos - - 4,6 (3,7-5,9)¢
Italia — Brescia Masculino - 0,64+0,5° Apostoli e Alessio, 1991
Feminino - 0,43+0,36° -
Itélia — sete areas Masculino 451 +27,4° - - Apostoli et al., 2002
2000 100,5"
Feminino 30,6 + 16,7° - -
61" ,
Bélgica — Flandres 50-65 anos 39,6 (38,4-40,9)' 0,42 (0,4-0,44)' - Schroijen et al., 2008

2002-2006

2 Média + Desvio padréo; ° Valor do IC95% do P95; ® Mediana; ¢ Limite superior do 1C95% do P95; ® Média + 2 DP

"Média geométrica; 9 P95 (IC95%); " Percentil 95; 'Média geométrica (IC95%)

a

0oBssnos|

vol
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6.1.1 Chumbo

No Brasil, poucos estudos foram feitos tendo por escopo avaliar os
niveis “background” de exposicdo a metais da populagdo geral adulta.
Um deles analisou amostras de sangue de uma populagdo de referéncia
constituida por 520 voluntarios adultos entre 1994 e 1996 residentes na area
urbana de Londrina (Paoliello et al., 2001). Embora os VR aqui propostos para
chumbo estejam dentro dos intervalos de referéncia adotados no estudo de
Paoliello et al. (2001) (Tabela 20), ao compararmos as médias geométricas
dos 2 estudos, nota-se que as nossas sdao menores. O valor médio mais
elevado encontrado no estudo de Londrina também pode ter sido influenciado
pela inclusdao de fumantes (até 10 cigarros por dia), pois alguns estudos
apontam o cigarro como fonte de exposicdo ao Pb. Outros estudos foram
feitos com populacdo sem exposigcdo ocupacional ao chumbo, mas nao
tinham por objetivo propor VR, o de Fernicola e Azevedo (1981) e o de
Nogueira et al. (1979). As médias dos grupos amostrados nesses estudos
também foram acima dos VR propostos e das médias obtidas no estudo com
doadores. Fernicola e Azevedo (1981) encontraram as seguintes médias em
individuos sem exposi¢ao ocupacional ao chumbo e residentes no municipio
de Embu-Guacgu (SP), area de escassa exposi¢ao a fontes fixas e moveis de
emissao de chumbo: para homens entre 17 e 49 anos, média de 149 pg/L + 51;
para mulheres entre 15-32 anos, média de 72 ug/L + 26; para fumantes entre
15-49 anos, média de 144 ug/L + 57; para nao-fumantes entre 15-42 anos,

média de 85 pg/L + 39. Nesse mesmo estudo, um outro grupo formado por
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moradores da cidade de Sao Paulo (SP), expostos fundamentalmente a
fontes moveis de emissao de chumbo, apresentou as seguintes plumbemias:
homens entre 16-38 anos, média de 142 ug/L + 43; mulheres entre 19 e 46
anos, meédia de 93 ug/L + 39. As médias e os VR apresentados no presente
estudo também ficaram abaixo das médias do estudo de Nogueira et al.
(1979) feito com voluntarios sem exposicdo ocupacional ao chumbo
residentes na Grande Sao Paulo, com idades entre 20 e 69 anos, cuja média
para o sexo masculino foi 172 ug/L + 78 e para o feminino 142 pg/L = 71. Um
estudo realizado em Sao Paulo (SP) com gestantes, no periodo de fevereiro
de 2003 a julho de 2004, para avaliar a associagao entre niveis de Pb em
sangue e aborto espontaneo, ndo encontrou associagéo entre exposi¢gao ao
Pb e abortamento. As médias encontradas foram 27,1ug/L para os casos,
23,9 ug/L para os controles e 22,4 ug/L para gestantes sem exposi¢cao
ocupacional e no 3° trimestre de gestacao (Rosalem, 2004). A média do ultimo
grupo foi o mais proximo as médias para o sexo feminino do presente estudo.

A comparagdo com os estudos mencionados deve ser feita com
cautela, pois varios fatores devem ser considerados, entre eles as diferengas
metodoldgicas na selegdo da populacéo de referéncia, no tratamento dos
dados e nos métodos de analise do chumbo utilizados nos diferentes
estudos, além das diferengas geograficas e temporais que apontam para
cenarios de exposicao diferentes nesses estudos. Os dados histdricos de
paises que realizam ha décadas biomonitorizagao de populagcdes mostram
uma diminui¢do da exposi¢gao ao chumbo ao longo dos anos, fato atribuido a

retirada do chumbo da gasolina e maior controle, com consequente
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diminuicdo das emissdes, de fontes industriais (Muntner et al.,, 2005;
Lustigova e Puklova, 2006; Puklova, 2008). Essa explicagdo também pode
ser dada as diferengas encontradas nos VR aqui relatados e naqueles
valores observados nos estudos feitos no Brasil, pois quase 30 anos
separam os dois primeiros estudos do presente e cerca de 10 anos daquele
realizado por Paoliello et al.(2001). Nota-se que os valores encontrados no
estudo mais recente (Rosalem, 2004), foram mais proximos das médias
encontradas no presente estudo. Talvez essa explicagdo pudesse ser
corroborada caso o Brasil possuisse um programa de biomonitorizagdo da
populagcido a contaminantes ambientais.

Ao compararmos os VR aqui derivados com os de outros paises
(Tabela 20), percebe-se que no caso do Pb, os VR derivados sdo muito
semelhantes aos estabelecidos para a Republica Checa com base nos dados
de 2001-2003. Os demais dados, de 2005 e 2007, correspondem as
medianas encontradas, mas ainda nao se derivou outros VR. Se
compararmos as nossas medias com os dados mais atualizados da Republica
Checa, os nossos valores sdo menores. Ja os VR da Alemanha para
populacao de 18 a 69 anos, mostram-se muito proximos aos aqui propostos,
de cerca de 80 ug/L para homens e de 63 ug/L para mulheres de 40 a 65
anos. Porém, ha de se considerar que os VR da Alemanha para adultos foram
derivados com base nos dados de 1997 a 1999, e esses ndo foram ainda
atualizados. Os VR derivados para a RMSP sao menores do que os propostos
por Apostoli et al. (2002) em estudo realizado em sete areas da Itdlia em
2000. Mas sao mais elevados do que os do NHANES (EUA) de 2001-2002,

principalmente para os VR derivados para a faixa etaria maior.
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Devemos fazer algumas consideragbes ao compararmos 0S NOSS0S
resultados com o de outros paises. Como os fatores sexo e faixa etaria se
mostraram fortemente associados as concentragdes dos metais em
sangue, principalmente no caso do chumbo, optou-se por estratificar os VR
segundo essas variaveis. No entanto, alguns paises estratificam apenas
por sexo, mas nao por faixa etaria, apresentando resultados separados
somente para criangas.

Outro fator que pode estar influenciando nas diferencas observadas
entre os diferentes estudos, e que ja foi mencionado, € que no da RMSP nao
foram incluidos os fumantes. Alguns estudos encontram associagao
significativa entre Pb em sangue e fumo (Batariova et al., 2006; Lee et al.,
2005; Weyermann e Brenner, 1997; Zielhuis et al., 1978; Hernandez-Avila et
al., 2000), essa associagao também foi observada no nosso estudo piloto
(Kuno et al., 2007), no qual foram analisadas amostras de 239 individuos
sem exposi¢cao ocupacional ao Pb, e a média para fumantes foi 32 ug/L e
para os nao fumantes 26 ug/L. Por esse motivo o fumo foi um critério de
exclusdo para composicdo da amostra do estudo com doadores. Aqueles
estudos que consideram separadamente esse grupo, como o0 da Republica
Checa, o fazem sem separar por sexo. Portanto, ha de se ponderar essas
diferencas na comparacao dos valores.

Os niveis de chumbo no sangue da populagdo geral dos Estados
Unidos tém diminuido nas ultimas trés décadas devido a legislagdo que
restringe o uso de chumbo em tintas, em combustiveis e em materiais de

encanamento reduzindo a exposicdo a este metal. O estudo populacional



Discussao 109

NHANES indicou que de 1976 a 1991, a concentragdo de chumbo no
sangue da populacao norte americana (faixa etaria de 1 a 74 anos) diminuiu
de 128 para 28 ug/L (reducédo de 78%). A prevaléncia de concentragdes de
chumbo maiores que 100 pg/L também diminuiu drasticamente de 77,8%
para 4,3%. Dados da segunda fase do mesmo estudo, realizado no periodo
de 1991 a 1994, mostraram que 4,4% das criangas com idades entre 1 e 5
anos tinham concentragao de chumbo no sangue maior que 100 ug/L, e a
média geométrica nesta faixa etaria foi de 27 ug/L. Os dados de 1999 a
2002, mostraram que somente 1,6% das criangcas de 1 a 5 anos tinha
concentracdo de chumbo no sangue maior que 100 ug/L, com média
geométrica de 19 ug/L (ATSDR, 2007).

Estudos populacionais realizados na Alemanha, os "German
Environmental Surveys" (GerESs), demonstraram que a média geométrica
da concentragao de chumbo no sangue da populacédo adulta (25 a 69 anos)
teve uma reducao significativa de 45,5 pg/L em 1990/1992 para 31,6 ug/L
em 1998 (reducdo de 30%). Esta diminuigdo foi observada tanto em
mulheres (de 37,7 ug/L para 26,9 ug/L) como em homens (de 55 ug/L para
37,2 ug/L). Em criangas de 6 a 14 anos, também foi verificada a diminuicéao
da média geométrica de chumbo no sangue de 32,3 ug/L em 1990/1992
para 15,7 pg/lL em 2003/2006 (reducédo de 50%). Novamente, este
decréscimo foi atribuido ao uso de combustivel sem chumbo e ao controle
de emissdo por industrias durante esse periodo (Schulz et al, 2007b).
Essa reducao também foi observada em Turin, na Italia (Bono et al., 1995) e

na Bélgica (Ducoffre et al, 1990).
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Apesar do decréscimo dos niveis de Pb em sangue evidenciado na
populacdo de Turin, na Italia, esses ainda sado superiores aos da populagao
americana. Este fato é atribuido por Bono et al. (1995) a defasagem entre os
periodos historicos em que foram adotadas as restricbes ao uso do Pb.
Esse também pode ser um dos motivos pelos quais os VR aqui derivados
serem mais elevados do que os dos EUA. A suspensao do uso de chumbo
na gasolina no Brasil foi adotada nos anos 80, porém até hoje a gasolina
utilizada em aeronaves de pequeno porte ainda contém esse metal como
aditivo (Paoliello e De Capitani, 2007; Cetesb, 2008b).

Outros estudos realizados no estado de Sao Paulo, mas que tinham
por objetivo avaliar exposigdo da populacéo residente proxima a fontes de
emissdao de chumbo, principalmente industrias de reprocessamento de
chumbo, avaliaram as concentragbes desse metal em sangue de adultos.
Em Pindorama (SP), Kuno et al. (1994) observaram que a concentragédo de
chumbo no sangue variava de acordo com a distancia da fonte. Os niveis de
chumbo no sangue de individuos que residiam proximos a fonte de emissao
variaram de 48,5 pug/L (2 km distante da fonte) a 277 pg/L (entre 600 e
800m distante da fonte). Em outro estudo em Jacarei (SP), as plumbemias
variaram de 48 pg/L a 160 pg/L (Kuno et al., 1995). Esses estudos indicam
que essas fontes fixas de poluicdo podem aumentar muito as concentragdes
de chumbo no sangue da populagdo exposta. Portanto, precisa-se
considerar ainda a contaminagdo ambiental em areas que foram
contaminadas no passado por atividades antropicas e que mesmo estando
as fontes atualmente controladas, deixaram um remanescente de

contaminagao ambiental.
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A U.S. EPA (2008) considera o chumbo como um poluente atmosférico
perigoso e estabeleceu recentemente a concentragdo maxima de chumbo no
ar de 0,15 ug/m°. Esse novo padrdo é dez vezes menor que o anterior e foi
revisado para melhorar a protecdo da saude de grupos de risco,
especialmente criangcas. A Unido Européia estabeleceu em 1999 o valor
orientador de chumbo no ar de 0,5 pg/m® para ser atingido em 2005, e nas
imediacdes de fontes industriais, a meta é 1 pg/m?® até 2010 (WHO, 2007).

No Brasil, ndo ha padrdes de qualidade estabelecidos para o chumbo no
ar. No estado de Sao Paulo, a Cetesb, mediu em alguns pontos da RMPSP
(Regiao Metropolitana de Sdo Paulo) o chumbo nos anos 1993, 1997 e 2003.
A Tabela 21, mostra as concentragdes médias anuais de chumbo obtidas em
quatro estacdes de monitoramento de qualidade do ar. Observa-se que os
niveis meédios de chumbo apresentaram redugdo em 1997, em relagao a 1993,
nas quatro estagdes. Ja os niveis encontrados em 2003 foram praticamente os

mesmos dos encontrados em 1997 (Lopes et al., 2007).

Tabela 21 - Médias anuais das concentragdes de chumbo no ar em quatro estacbes
de monitoramento da Cetesb. 1993 a 2003

Concentragdes médias anuais de chumbo (ug/m?)

Parque D. Pedro |  Ibirapuera S. Caetanodo Sul  Osasco
1993 0,17 0,10 0,12 0,11
1997 0,09 0,07 0,09 0,08
2003 0,09 0,06 0,09 0,08

FONTE: Lopes et al., 2007
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Em relacdo a contaminagcdo da agua subterranea e superficial na
UGHRI 6 — Alto Tieté, a Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos
onde esta grande parte da RMSP, nao apresentou concentracoes
preocupantes de chumbo no periodo de 2003 a 2007, segundo relatérios da
Cetesb (Cetesb, 2004; 2006; 2007b,c; 2008a; Dias, 2008).

Em um estudo realizado pela Cetesb para avaliar a condigdo da
qualidade dos solos da RMSP, foram encontrados valores de chumbo em
amostras de solo do Parque Trianon (municipio de Sao Paulo), que corroboram
com a hipétese de deposi¢cao de chumbo em decorréncia de transporte aéreo.
A concentracdo de 188 mg/kg foi encontrada na camada superficial de 0-2 cm,
enquanto a concentracdo da camada de 0 a 20 cm foi bem inferior, com
429 mg/kg. Os autores levantam a hipotese de que as areas onde as
concentragdes foram maiores, Serra da Cantareira, Serra de Paranapiacaba e
espigdo central da Bacia de Sao Paulo, por serem topograficamente mais
elevadas, serviriam de obstaculo ao transporte aéreo de material particulado,
favorecendo a deposicéo de chumbo nessas areas (Cetesb, 2008b).

As meédias encontradas no presente estudo indicam que no geral, a
populacdo estudada nao esta exposta a niveis preocupantes de chumbo.
As analises ambientais aqui apresentadas da RMSP, também reforcam o
nosso resultado. Como a principal exposicdo ao Pb ambiental se da por
meio da exposicado ao solo contaminado e por ser ele um contaminante que
persiste e se acumula no ambiente, € muito importante que seja
monitorado, principalmente nas areas onde pode haver passivos

ambientais e acumulo no solo.
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Gehardsson et al. (1996) analisaram mais de 1000 artigos publicados
entre 1980 e 1994 que propunham VR para chumbo em sangue de adultos
sem exposi¢cao ocupacional. Encontraram grande variagdo nos niveis de Pb,
pois esses sao influenciados por numerosos fatores, como local e época da
coleta de amostra. Por essa razao, concluiram nao ser possivel estabelecer
valores de referéncia internacionais gerais para Pb em sangue.

Algumas vezes os VR sao validos para regides geograficas pequenas,
em outros casos para areas maiores como um pais. Também, as mudangas
de fontes de exposicdo que ocorrem ao longo do tempo refletem nos
resultados do biomonitorizacdo. Na Suécia, a média geométrica de Pb em
sangue de escolares diminuiu de 60 ug/L para 25 ug/L em um periodo de
15 anos. O uso de gasolina sem chumbo provavelmente foi o principal fator
dessa queda, mas no mesmo periodo outros fatores também contribuiram
como a eliminagdo do uso de chumbo em soldas de latas para
acondicionamento de alimentos e do uso de ceramicas revestidas com
material contendo chumbo (Gerhardsson et al., 1996).

Na analise de regressao linear multipla, as variaveis que tiveram
associacao significativa com Pb em sangue foram sexo e faixa etaria
(Tabela 11). Outros estudos também encontraram essas associagdes
(Maranelli et al., 1990; Apostoli et al., 2002; Weyermann e Brenner, 1998;
Nash et al., 2003; Bono et al., 1995). Porém o estudo realizado em
Londrina por Paoliello et al. (2001) ndo encontrou diferenga entre os sexos.

Outros fatores descritos na literatura como possiveis determinantes

dos niveis de chumbo em sangue como consumo de bebida alcodlica,
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escolaridade, renda, origem da agua de consumo e pressao arterial,
mostraram associac¢oes estatisticamente significantes na analise univariada,
mas perderam sua importancia no modelo de regressao multipla.

No caso da pressao arterial vale ressaltar que muitos estudos,
encontram correlagdo entre concentragdes de chumbo em sangue e
alteragdes na pressao sanguinea (Apostoli et al., 1992; Navas-Acien et al.,
2007). Desde os anos 1970, atencao especial tem sido dada para a
possibilidade de que exposi¢des da populagdo geral mesmo a niveis baixos
de chumbo possam elevar a pressao sanguinea em adultos e aumentar o
risco para hipertensdo, fator de risco para doencas cardiovasculares e
mortalidade. Evidéncias dessa associagdo sao encontradas nos estudos
epidemioldgicos, mas a natureza causal exata dessa relagdo ainda é
controversa (Nash et al.,, 2003). Por esse motivo, decidiu-se incluir essa
variavel na analise de regressdo, apesar das medidas utilizadas neste
estudo nao terem sido obtidas seguindo um protocolo apropriado. A pressao
arterial muito alterada (pressao sistolica acima de 180 mmHg ou abaixo de
100 mmHg, ou pressao diastdlica maior que 100 mmHg ou menor que
60 mmHg) € motivo de exclusao do individuo para doacao, procedimento
que faz parte dos exames de triagem da Colsan. Portanto, a nossa variavel
presséao alterada (PA) nao incluia os casos mais graves de hipertensao.

Na andlise univariada, a PA mostrou associagao significativa
(p<0,001) com concentracdo de chumbo em sangue, porém, na analise de

regressao multipla, essa variavel perdeu a significancia (p=0,098).
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6.1.2 Céadmio

N&o foram encontrados na literatura estudos realizados no Brasil
com proposta de VR para esse metal. Os VR derivados para o Cd no
presente estudo (ao redor de 0,5 pg/L) sédo claramente inferiores aos
reportados em outros paises. Por exemplo, na Alemanha o VR é 1 ug/L e
nos EUA variam de 1,3 a 1,6 ug/L. Ha que se explicar que muitos
estudos de biomonitorizagdo ndo descartam os fumantes no calculo de
VR, e as concentracbes de Cd nesses individuos sao mais elevadas
devido ao conteudo do metal na folha de tabaco (McKelvey et al., 2007).
Também na populacdo da Republica Checa, a influéncia do habito de
fumar nos niveis desse metal tem sido repetidamente confirmada, onde
os niveis de Cd em sangue de fumantes sdo de 2 a 3 vezes maiores do
gue nos nao fumantes. Tem-se observado que os niveis de Cd no sangue
de nao fumantes monitorados em 2007 n&o diferem dos periodos
anteriores (Puklova, 2008). Como no presente estudo foram excluidos
doadores de sangue fumantes, os VR devem ser comparados somente
com os VR reportados para nao fumantes. Mesmo assim, o VR derivado e
a média geral encontrada para todos os doadores, de 0,082 ug/L (Tabela 8)
sao bem menores dos reportados em outros paises, essa diferencga,
portanto, deve ser atribuida a diferentes niveis de exposicdo das
populacdes estudadas.

Em um estudo realizado na Suécia para avaliar a exposi¢cao da

populacao ao Pb, Cd e Hg, esses metais foram analisados em eritrocitos da
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populacdo nos anos de 1990, 1994 e 1999. O resultado observado foi um
decréscimo de 5 a 6 % por ano das concentragdes de Pb e Hg. Nos niveis
de Cd o decréscimo foi observado apenas em fumantes. Os autores do
estudo concluiram que as medidas de controle de poluicdo aliadas a
diminuicdo do uso de amalgamas dentarias foram responsaveis pela
reducdo da exposicdo ao Pb e Hg, e que a exposi¢cao ao Cd pelo tabaco
diminuiu, mas que ndo houve mudancgas significativas das outras fontes
ambientais do Cd (Wennberg et al., 2006).

Por outro lado, alguns estudos tém demonstrado uma diminuicdo dos
niveis de cadmio no sangue da populagdo na Europa e em outras areas.
Na Bélgica, em estudo feito com um grupo de homens expostos a cadmio
por fontes ndo ocupacionais e que foram examinados anualmente entre
1984 e 1988, a média da concentragdo de cadmio no sangue diminuiu de
2,25 pg/L para 0,79 ug/L (decréscimo anual de 14%) (WHO, 2007).
No Japao, entre 1980 e 1990, também houve um declinio da meédia
geométrica de cadmio no sangue, de 3,8 pg/L para 1,79 ug/L em homens e
de 3,57 pg/L para 1,84 ug/L em mulheres (Watanabe et al., 1993).

Ja os estudos populacionais na Alemanha, German Environmental
Surveys (GerES), demonstraram que a média geométrica de cadmio no
sangue da populagéo adulta (25 a 69 anos) teve um aumento significativo de
0,37 ug/L em 1990/1992 para 0,43 ug/L em 1998. E na populagdo de nao-
fumantes houve um aumento de 0,23 pg/L para 0,28 pg/L, sugerindo que
houve um aumento na concentragao de cadmio nos alimentos e no ambiente

(Schulz et al, 2007b).
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As diferengas encontradas nas tendéncias temporais dos niveis de Cd
em sangue das diversas populagdes, excluindo-se a exposigcao pelo tabaco,
devem ser atribuidas as principais fontes de exposicdo a esse metal na
populagao geral de nao fumantes, que sado os alimentos e o ambiente.

Na RMSP, os dados sobre niveis de Cd no ambiente, estdo
disponiveis para agua superficial e subterranea, e solo. As concentracdes
encontradas nesses meios, mostram niveis baixos desse metal. No periodo
de 2001 a 2006, na RMSP, mais de 90% das amostras de agua tanto
superficial como subterranea estiveram abaixo do limite de quantificagao do
método (Cetesb, 2004; 2006; 2007b,c).

No estudo realizado pela Cetesb para avaliar a qualidade dos solos
da RMSP, em 2004 e 2005, as concentragdes em areas agricolas variaram
de <0,10 a 1,40 mg/kg e em fragmentos de mata de <0,10 a 0,11 mg/kg
(Cetesb, 2008b).

Na literatura, ha referéncias sobre a influéncia dos procedimentos
analiticos na variacdo dos dados de biomonitorizagao (Schulz et al., 2007b;
Nordberg, 1996). Os cuidados para evitar contaminagdo no momento da
coleta e analise da amostra sado cruciais para obtengdo de resultados
confiaveis (Sabbioni et al., 1992). Nos ultimos anos, o conhecimento da
importancia desse fato levou a uma melhora significativa das condigdes de
coleta e analise de amostras, com a utilizacdo de material livre de
contaminagao por esse metal e a utilizagdo de ambiente adequado ("sala
limpa") para realizar os procedimentos analiticos (Nordberg, 1996).

Uma outra explicacdo para a variabilidade dos dados, é a diferenca nos
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limites de quantificacdo dos métodos utilizados nos diversos estudos.
Batariova et al. (2006) também consideram a influéncia desse fato sobre o
valor mais elevado da mediana encontrado no sangue de nao fumantes da
populacdo Checa em relagdo a Alema. O LQ do método utilizado pela
Alemanha é 0,12 ug/L, e o do estudo da Republica Checa é 0,20 pg/L.
No presente estudo o LQ foi de 0,1ug/L, muito proximo ao da Alemanha.
De fato, o LQ influencia nos resultados, pois os valores que se situam abaixo
do LQ sdo em geral, computados na analise estatistica como metade do LQ,
e por consequéncia, quanto maior for a quantidade de dados nessa situagao
e maior for o valor do LQ, mais superestimado sera o resultado final.
Somado a isso, uma outra razado para os VR aqui derivados serem menores,
pode estar relacionado ao método estatistico usado para derivar o VR de Cd
para a RMSP, que foi a partir do ajuste da distribuicdo dos valores que
ficaram acima do LQ. A vantagem desse recurso estatistico € que ele utiliza
os valores observados na populacao estudada, o que torna a inferéncia mais
proxima da realidade e nao sujeita a sensibilidade do método analitico.
Mesmo sendo baixo o LQ do método usado no presente estudo,
muitos valores de Cd em sangue foram inferiores a ele. Porém, analisando-
se os resultados de biomonitoracdo de populagdes nos diversos paises, 0
LQ do presente estudo € um dos mais baixos, o que mostra que o método
analitico utilizado tem sensibilidade adequada para a tecnologia disponivel.
Para que essa limitagao, muitos valores abaixo do LQ, ndo prejudicasse a
derivagao de um VR para Cd, utilizou-se de recurso estatistico para obter um

VR que fosse realmente representativo dos dados obtidos. A Tabela 17
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mostra que esse recurso atendeu o objetivo, pois a distribuicdo dos casos de
concentracdo de Cd em sangue observados acima dos valores de referéncia
(VR) foram 6,3% do total para homens e 4,9% para mulheres. Assim, a
metodologia estatistica utilizada para derivar os VR para Cd poderia ser
aplicada em outros estudos, quando grande parte dos valores observados

estiver abaixo do LQ, fato tao freqlientemente observado.

6.1.3 Mercurio

Também para o Hg ndo foram encontrados estudos que derivaram VR
desse metal em sangue para populagao brasileira. As médias de Hg em
sangue encontradas no presente estudo mostraram-se abaixo dos valores
limites estabelecidos com base em efeitos a saude. A comparacao dos VR
aqui derivados para Hg com os de outros paises, mostra que esses sao
proximos aos reportados no NHANES (EUA) e superiores ao da Alemanha
(2 pg/L) e da Republica Checa. Dados mais recentes mostram que as
medianas de mercurio em sangue da populagdo adulta Checa nos ultimos
anos (2005 e 2007), mostram-se muito proximas aos das medianas
encontradas para os doadores da RMSP. Porém, os P95 da populacio
Checa para o anos de 2005 né&o ultrapassaram 4 pg/L e para 2007 ficaram
abaixo de 3 ug/L (Puklova, 2008). Chamamos atengado a esse fato, pois o
VR (limite superior do 1C95% do P95) para mercurio derivado no presente
estudo tanto para homens como para mulheres, 5,1 pg/L e 6,1 pg/L,

respectivamente, para a faixa etaria de 40-65 anos, estdo acima do valor
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limite para adultos estabelecido pela Alemanha (HBM 1) de 5 ug/L.
Entretanto, apenas 1,3% (8 casos) dos nossos resultados ficaram acima
dessa concentragdo, no ultimo estudo da Republica Checa somente 0,7%
(2 casos) excedeu esse valor (Puklova, 2008). Esse limite foi estabelecido
com base nos dados para mulheres em idade reprodutiva, mas também é
recomendado para outros grupos (Schulz et al., 2007b). O HBM I indica o
limite abaixo do qual ndo é esperado efeito adverso a saude na populagao
geral. Quando as concentragdes estao entre o HBM | e HBM Il, ndo se pode
excluir o aparecimento de efeito, e € recomendavel verificar os resultados
analiticos, investigar possiveis fontes, que devem ser eliminadas (Schulz
et al.,, 2007b). Diante dos VR derivados, as autoridades de saude devem
avaliar a possibilidade de derivar VR para as populagbes mais suscetiveis
como gestantes, mulheres em idade fértil e criancas, e também considerar a
alternativa de estabelecer VR de Hg para populagdes de diferentes padroes
de consumo de pescado. Essas estratificacdes podem ser Uteis para adogao
de medidas de restricdo de consumo de determinados tipos de alimentos.

O consumo de pescado é uma das principais fontes de exposicao ao
mercurio. Por essa razao, alguns paises apresentam os VR de Hg para sub-
grupos da populagédo, em fungdo do consumo de peixe. Por exemplo, a
Alemanha derivou 0 VR de Hg em sangue considerando uma populagao que
consome peixe até 3 vezes no més. No nosso estudo, pela analise de
regressao multipla, verificou-se também que a frequéncia de consumo de
pescado influencia sobremaneira as concentragbes de Hg em sangue.

McKelvey et al. (2007) analisaram concentragdes de metais em sangue de uma
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amostra representativa de 1811 residentes na cidade de Nova York que
participaram do NHANES 2004. Nesse estudo encontraram os seguintes
valores de P95 para mercurio em sangue: 10,70 pg/L e 11,31 ug/L para
homens e mulheres respectivamente. Para individuos que fizeram até 9
refeicdes com pescado nos ultimos 30 dias, o P95 (IC95%) foi 9,34 ug/L
(7,96-10,27) e para os que nao consomem foi 5,39 ug/L (4.40-7,16). Valores
esses que estdo acima daqueles observados para a populagdo americana.
Comparando-se esses valores com os propostos para a RMSP, os ultimos sao
proximos aos reportados para pessoas que ndo consomem peixe no estudo de
Nova York, o que € coerente, pois apesar de nao termos derivado VR por
consumo de pescado, a maioria dos doadores de sangue estudada come
pouco peixe, isto €, reportou que Nnao consome ou conNnsome uma vez por més.
Mas ao compararmos os VR aqui derivados com os da Alemanha, os nossos
sdo bem superiores, uma das explicagbes pode ser o conteudo mais elevado
de Hg nos peixes consumidos aqui, mas este fato requer mais investigacao.

O consumo de pescado foi a variavel mais fortemente associada ao
aumento dos niveis de Hg em sangue, fato corroborado em outros estudos
(McKelvey et al., 2007; Gundacker et al., 2006; Oskarsson et al.,1996),
os doadores que comem diariamente ou mais de uma vez na semana,
apresentam niveis mais de 100% superior aqueles que ndo comem peixe.
E mesmo tendo sido o grupo estudado formado por individuos que
consomem pouco peixe, pode-se perceber pelos coeficientes estimados,
um gradiente de contribuicdo das diferentes frequéncias de consumo para

a variavel dependente.



Discussdao 122

Além do consumo de peixe, os fatores que mais se relacionaram as
concentragcbes de Hg no sangue foram escolaridade, presenga de
restauracdo de amalgama e faixa etaria (Tabela 12). Nao encontramos
associacao entre Hg e sexo, mas na Republica Checa (Puklova, 2008) as
mulheres apresentam niveis mais altos e também encontraram uma
diferenca significativa entre os niveis de Hg em sangue de pessoas que nao
comem peixe e 0s que regularmente o fazem.

A influéncia da escolaridade pode estar relacionada ao habito de comer
peixe, uma vez que as pessoas com maior nivel de escolaridade tiveram
concentragdes mais elevadas de Hg em sangue. No estudo de Nova York
(McKelvey et al., 2007), as pessoas com maior renda apresentaram niveis mais
elevados de mercurio, fato atribuido pelos autores, ao consumo por esses
individuos, de peixes mais caros que sao os do topo da cadeia alimentar, e que
consequentemente apresentam niveis maiores de Hg. Pode ser que esse fato
também tenha interferido nos nossos resultados, mas renda ndo foi
determinante para Hg em sangue. Porém temos que considerar que isso pode
ser devido ao n muito pequeno de doadores com renda mais alta (Tabela 6).
Gundacker et al. (2006) em estudo realizado na Austria com doadores de
sangue também encontrou que os homens de menor nivel de escolaridade
tinham niveis mais baixos de Hg em sangue e atribuiu isso ao fato de
individuos com maior escolaridade consumir mais pescado, pois encontrou
correlacao positiva entre consumo de frutos do mar e nivel de educacao.

A presengca de restauracdo de amalgama também mostrou

associagdo com os niveis de Hg, fato também encontrado em outros



Discussdao 123

estudos. Na Suécia, um estudo realizado com mulheres, encontrou
correlagao significativa entre concentracdes de Hg total e inorganico em
sangue e leite materno, com o numero de restauragdes de amalgama
(Oskarsson et al., 1996). Os estudos de biomonitorizacdo muitas vezes
relacionam os niveis de Hg com o numero de restauragdes de amalgama.
Devido a dificuldade em se obter essa informagédo nos Postos de Coleta da
Colsan, pelo tempo reduzido de contato com o doador, optou-se por
perguntar apenas se o individuo possuia ou nio restauragbes de amalgama.
O Hg presente nas restauragdes dentarias € uma fonte importante de
contaminagdo. Existem estudos que mostram a diminuicdo do Hg em
sangue quando da substituicdo das restauragdes por outras com material
isento de Hg (Gundacker et al., 2006).

Quanto a faixa etaria, esta variavel mostrou associagao positiva para
Hg em sangue, individuos da maior faixa etaria tem quase 20% mais Hg
quando comparados aos da menor faixa. Contrariamente, no estudo da
Austria, os homens da faixa mais alta de idade, entre 51 e 65 anos,
apresentaram niveis mais baixos de Hg. Esse fato nao foi observado em
mulheres. Os autores sugerem que haja uma diferenca no padréo de
consumo de pescado nas diferentes idades (Gundacker et al., 2006).

As informagdes sobre dados ambientais na regido mostram que em
relagdo a qualidade de agua tanto superficial como subterranea, os niveis
encontrados para o Hg sdo muito baixos (Cetesb, 2004; 2007b,c; 2008;
Dias, 2008). As concentragdes de mercurio em solos para a RMSP foram mais

elevadas do que as obtidas para o Estado, porém os niveis foram considerados
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baixos. As concentragdes para a RMSP variaram de <0,01 a 0,22 mg/kg em
area agricola e de <0,01 a 0,28 mg/kg para fragmentos de mata. Para o estado
de Sao Paulo variaram de <0,02 a 0,08 mg/kg (Cetesb, 2008b).

Considerando as médias das concentragcdes de Hg no sangue obtidas
dos doadores e os dados ambientais disponiveis, aparentemente, a RMSP
nao tem niveis de Hg elevados. No entanto, o consumo de pescado e a
presenca de amalgama dentaria, devem ser as principais vias de exposi¢ao
ao Hg da populacao estudada. O uso de restauragées com amalgama esta
diminuindo nos ultimos anos, assim o controle do conteudo de Hg no
pescado deve ser priorizado ja que alguns individuos tiveram concentracdes

acima do valor limite de 5 ug/L.

6.2 Utilizacado de doadores de sangue para derivacédo de VR

e arepresentatividade da amostra

Em razdo da dificuldade em se obter amostras de sangue de
individuos saudaveis nao ocupacionalmente expostos aos metais
chumbo, cadmio e mercurio em uma amostragem aleatéria da populagao,
o presente estudo foi realizado com doadores de sangue. Tendo em vista
essa limitacdo, deve-se ter claro que os VR aqui derivados nao foram
obtidos de uma amostra representativa da populacdo da RMSP, mas
foram oriundos de uma amostra de individuos adequadamente

selecionados com vistas a obtencéo de niveis de Pb, Cd e Hg em sangue
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que excluissem exposi¢cdbes ocupacionais ou ambientais andmalas.
A proposta é que os VR derivados sejam utilizados como orientadores
para avaliar exposicdes de populagbes urbanas com as mesmas
caracteristicas do grupo estudado.

Por outro lado, apesar de os doadores de sangue ser um grupo
diferenciado da populagao quanto ao estado de saude, sendo no geral mais
saudaveis, diversos estudos utilizam esse grupo como representativos da
populacdo adulta para estabelecer valores de referéncia (Hrncifova et al.,
2008). Ducoffre et al. (1990), fizeram uma revisdo sobre os niveis de
chumbo em sangue na Bélgica desde 1978, na qual citam um estudo que
mostrou nao haver diferenca significativa nos niveis de chumbo em sangue
de um grupo selecionado aleatoriamente da populagdo e de um grupo de
doadores de sangue. Outros paises (Apostoli e Alessio, 1991; Braga, 1992;
Duca, 1992; Batariova et al., 2006) utilizam também doadores de sangue
como representativos da populagdo geral para estabelecer valores
referéncia. A Republica Checa realiza rotineiramente, desde 1994, o
biomonitoramento da populagdo para avaliar a exposigao a contaminantes
ambientais, utilizando doadores de sangue com idades entre 18-58 anos
(CERNA et al., 2007).

Como ja discutido no item 2.1.2, o problema em selecionar
individuos de referéncia saudaveis reside na dificuldade em se definir
saude. Grasbeck (1990), contrariamente a definicdo de saude da OMS,
que considera utodpica, “estado de completo bem-estar fisico, mental e

social e ndo somente a auséncia de doenc¢a”, defende que saude é um
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estado relativo e subjetivo e que depende do objetivo de quem usa o
termo. Assim, saude € um conceito orientado pelo objetivo, mais do que
um “estado” mencionado na definigdo da OMS. Na derivagcao de valores
de referéncia, a definicdo de saude depende da intencdo do uso dos VR
(PetitClerc e Solberg, 1987).

Isso posto, podemos dizer que os VR aqui derivados representam os
niveis “background” dos metais em sangue de doadores de sangue dos
9 postos da Colsan estudados, e que podem ser utilizados para comparar
resultados de biomonitoragao de populagbes com as mesmas caracteristicas,
isto €, individuos que moram em areas urbanas, com grande densidade
demografica e atividade industrial.

A maioria do grupo estudado reside no municipio de Sao Paulo,
seguido de Sao Bernardo do Campo e Santo André, apesar do maior
numero de amostras ter sido obtido nos postos de Santo André. Também
mesmo tendo sido coletadas apenas 71 amostras em S&o Bernardo,
116 doadores residiam nesse municipio. Esses fatos demonstram que os
doadores nao necessariamente procuram os postos mais préximos da
sua residéncia para fazer as doagdes. Uma explicacdo pode ser pelo
fato de que o maior contingente de doadores foram aqueles de postos
localizados dentro de hospitais. Assim o numero de doacgdes dirigidas
era maior, isto é, a doagcao era feita para conhecidos ou parentes dos
doadores. Outra explicacao pode ser a proximidade do posto ao local de
trabalho, porém essa informacgao, o endereco do trabalho, nao foi obtida

no estudo.
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As estimativas de numero necessario de doadores por posto feitas
com base no numero de bolsas coletadas, ndo foram atendidas nos postos
Ermelino Matarazzo, Tide Setubal e Ipiranga. Como os dois primeiros estao
localizados na mesma regiao, extremo da Regiao Leste do municipio de Sao
Paulo, isso prejudicou a representatividade dos doadores daquela area. Mas
o posto Tatuape, também da Regido Leste, teve um numero de amostras,
71, superior ao estimado de 61, assim pode-se dizer que doadores da regiao
leste foram representados na amostragem (Figura 5). O mesmo pode ser
inferido para o posto Ipiranga, que esta localizado na mesma regidao do
Vergueiro, neste ultimo foram coletadas 96 amostras enquanto que o

estimado foi 75 (Tabelas 1 e 2).

6.3 Controle de qualidade analitica e limite de quantificacdo

do método de determinacéo de contaminantes ambientais

Para a implantacdo de programas de biomonitorizagdo para
estabelecer VR de contaminantes ambientais em amostras biologicas
humanas, € necessario seguir protocolos rigorosos de padronizagdo de
procedimentos na selecdo da populagdo de referéncia, para avaliar os
fatores pré-analiticos (amostragem) e de controle de qualidade analitica
(Gerhardsson et al., 1996). Os VR representam os niveis “background” de
exposicao, por isso € importante dispor de método analitico com limites de

quantificacdo adequados que possibilite avaliar a exposicdo mesmo a niveis
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baixos. O objetivo da biomonitorizagao € prevenir exposi¢cdes excessivas aos
contaminantes. O conhecimento das relagbes dose-efeito, por exemplo, no
caso do Pb, mostram que niveis cada vez mais baixos desse metal no
sangue ja causam algum efeito deletério a saude. Assim, a determinagao
precoce de exposicdes aumentadas da populagcdo geral é crucial na
prevencao e promogao da saude. Por essa razdao métodos analiticos cada
vez mais sensiveis terdo que ser utilizados em estudos de VR. O LQ do
meétodo deve estar bem abaixo das menores concentragbes que devem ser
determinadas

Além dos cuidados na amostragem para evitar contaminacédo, a
descricado do método analitico utilizado € importante para a interpretacéo dos
resultados. A garantia da qualidade analitica refere-se a todas as etapas
para assegurar a confiabilidade dos dados, e inclui a coleta, transporte e
armazenamento das amostras, as analises laboratoriais, e a compilagdo,
relato e interpretacdo dos resultados. A utilizagdo de procedimentos de
controle de qualidade interno e externo usando materiais de referéncia
certificados, e as comparacdes interlaboratoriais permitem manter os erros
em niveis aceitaveis. Também a qualidade dos resultados analiticos
depende da precisao e exatiddao do método empregado (Gerhardsson et al.,
1996). Ao aplicar VR deve-se considerar uma incerteza analitica de £20%

(Wilhelm et al., 2006).



7 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

e As médias encontradas no presente estudo indicam que, no geral, a
populagdo estudada nao esta exposta a niveis preocupantes de

exposi¢ao ao chumbo, cadmio e mercurio;

e As concentragbes de chumbo e cadmio em sangue mostraram
associagado significativa com sexo e faixa etaria. Para mercurio em
sangue, os fatores determinantes foram consumo de pescado,

escolaridade, possuir restauragdo de amalgama e faixa etaria;

e Devido as diferengas individuais e ambientais, os VR aqui propostos
para Pb, Cd e Hg devem ser utilizados na comparagdo com dados
observados em populacdes adultas de caracteristicas semelhantes e de

areas urbanas;

e Deve-se repetir a analise quando sdo encontradas concentracdes acima
dos VR. Uma vez confirmadas, deve-se iniciar uma investigacdo para

identificar a fonte;

e Os VR sao derivados estatisticamente e nao representam limites de
exposicao baseados em razdes toxicologicas. Assim, ndo podem ser
usados para avaliagao de saude. Os VR devem ser usados para avaliar
a exposigao de individuos ou grupos da populagdo comparados com

exposicéo “background”;
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A utilizagcdo de doadores de sangue, como grupo representativo da
populacdo para derivar VR para biomarcadores de exposi¢cdo a
contaminantes ambientais, mostrou que em termos logisticos e éticos é
uma alternativa para a realizacdo de estudos de biomonitorizacao
humana em locais onde ndo ha estudos populacionais desse porte.
Devido a qualidade e quantidade de informagdes que podem ser obtidas
desse grupo, principalmente para paises como 0 nosso que n&o dispde
de recursos financeiros para realizar grandes inquéritos populacionais, o
setor saude, em seus varios niveis, deveria considerar a possibilidade de
fazer coletas e avaliagdes sistematicas das informagdes oriundas desse

grupo da populagéo;

Devido a grande suscetibilidade de criangas e mulheres em idade fértil
aos efeitos dos metais estudados, recomenda-se que outros estudos

sejam realizados para propor VR para esses subgrupos da populagao;

Os estudos de biomonitorizacdo e a proposicdo de VR devem ser
realizados de modo continuo de maneira a possibilitar a obtencao de
dados historicos para avaliar tendéncias e ter disponiveis VR atualizados
para a correta estimativa da exposi¢cado. A expressao de resultados nos
estudos de derivacado de VR deve ser padronizada, conforme protocolos
especificos, para que possam ser comparados com os de outras

populacgdes; e
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O cuidado na selecao da populacdo estudada, nos procedimentos
analiticos adotados e no tratamento estatistico para derivacdo dos
valores, e em razado da falta de VR para populacdes nao expostas
ocupacionalmente a esses metais para a nossa populacao, acreditamos
que os VR propostos possam ser de grande valia nas avaliagbes de

risco utilizadas tanto na area de saude como de meio ambiente.
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Abstract

The aim of this work is to propose a biomonitoring method for the simultaneous determination of Cd and Pb in whole blood by simultaneous
electrothermal atomic absorption spectrometry for assessment of environmental levels. A volume of 200 pL of whole blood was diluted in 500 pL
of 0.2% (wv ") Triton® X-100+ 2.0% (vv~') HNO;. Trichloroacetic acid was added for protein precipitation and the supernatant analyzed. A
mixture of 250 pg W + 200 g Rh as permanent and 2.0% (w v~') NH;H2PO; as co-injected modifiers were used. Characteristic masses and limits
of detections (n=20, 3s) for Cd and Pb were 1.26 and 33 pg and 0.026 pg L~" and 0.65 pg L', respectively. Repeatability ranged from 1.8 to
6.8% for Cd and 1.2 to 1.7% for Ph. The trueness of method was checked by the analysis of three Reference Materials: Lyphocheck® Whole
Blood Metals Control level 1 and Seronorm™ Trace Elements in Whole Blood levels 1 and 2. The found concentrations presented no statistical
differences at the 95% confidence level. Blood samples from 40 volunteers without occupational exposure were analyzed and the concentrations

ranged from 0,13 10 0.71 pg L™"' (0.32+0.19 pg L") for Cd and 9.3 10 56.7 pg L~' (25.1 £ 10.8 pgL~") for Pb.

© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: Atomic absorption spectrometry; Si s determination; Bic

ing: Blood: Cadmi Lead

1. Introduction

Lead and cadmium are considered two of the most toxic ele-
ments for living organisms [ 1-6]. The environmental persistence
of these metals in concert with their intensive use by modern
society has, over the years, created a concentration in the bio-
sphere, and continuous exposure to low levels of cadmium and
lead may result in bioaccumulation and health effects, by both
occupational and environmental exposition [7,8].

Human biomonitoring is a useful tool in environmental
medicine to assess and evaluate the background levels of internal
dose of environmental pollutants in general population, popu-
lation groups and individuals through measurements of those

* Corresponding author. Tel.: +55 11 3091 8516; fax: +55 11 3815 5579,
E-mail address: pvolivei@ig.usp.br (P.V. Oliveira).

0039-9140/% - see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.talanta. 2007.11.003

chemicals, or their metabolites in human specimens, such as
blood and urine [9].

Normal exposure levels of cadmium may be small [10,11],
and the improvement of working conditions and the actions
taken to minimize the environment exposure to lead, such as the
phase-out of leaded gasoline and improvements in food prepa-
rations and packaging, have led to a substantial reduction of the
blood lead levels in general population [12-15]. Although envi-
ronment quality has improved, during the last decades in many
countries air levels of cadmium and lead in the vicinity of certain
industrial sources, frequently located closely to residential areas,
are still increased and health concerns were raised [16-19].

The determination of lead and cadmium in biological materi-
als poses several problems mainly due to the low concentrations
of these metals, the great variation of the matrix from sample
to sample and contamination. Among the instrumental tech-
niques available, electrothermal atomic absorption spectrometry
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(ETAAS) is still one of the most widely used for trace ele-
ment determination in biological samples [20-22]. Particularly,
ETAAS is a well-established technique for cadmium [19,23-27]
and lead [19,23-25,27-29] determination in whole blood.

The availability of simultaneous atomic absorption spectrom-
etry (SIMAAS) allowed the development of methods for the
determination of two or more elements, improving the analytical
frequency, reducing the cost related to instrument maintenance,
sample and high purity reagents. The determinations of cad-
mium and lead by SIMAAS have been proposed in the literature
for many types of samples including serum, urine and whole
blood [30-34]. Otherwise, detection and quantification limits
of these methods are not enough sensible for assessing environ-
mental levels of these elements, mainly cadmium in whole blood
of population who has low levels of internal doses. The objec-
tive of this work is to propose a high sensible method aiming
the simultaneous determination of low levels of cadmium and
lead in whole blood forenvironmental exposure assessment. The
proposed method can be used in population surveys including
those to determine reference values in biomonitoring programs.

2. Experimental
2.1, Instrumentation

All measurements were performed with an electrothermal
atomic absorption spectrometer, SIMAAS-6000 (PerkinElmer
Life and Analytical Sciences, Shelton, CT, USA), equipped
with longitudinal Zeeman-effect background correction, Echelle
optical arrangement and solid-state detector. End-capped
transversal heating graphite tubes (EC-THGA) with integrated
pyrolytically coated platforms were used throughout in this
work. All solutions were delivered into the graphite tube by
means an AS-72 autosampler (PerkinElmer Life and Analytical
Sciences). Argon 99.996% (v v~} (White Martins, Sio Paulo,
SP, Brazil) was used as the purge gas. The instrumental setting
up conditions is shown in Table 1.

After proteins precipitation, the solid phase was separated
from the solution using a centrifuge (Quimis®, Sdo Paulo, SP,
Brazil).

Table |
Instrumental setting for the simultaneous determination of Cd and Pb in blood
by SIMAAS-6000

Element Pb Cd
Wavelength (nm) 2833 228.8
Band pass (nm) 0.7 0.7
Lamp type EDL’ EDL
Lamp current (mA) 450 230
Calibration range (pgL~") 2.5-20 0.1-0.8
Signal measurements Peak area (AA-BG)

Calibration equation Linear

Read time (s) 5.0

Standard and sample volume (uL) 12

Modifier volume (L) 5

Standard and sample replicates 3

EDL: Electrodeless discharge lamp.

2.2. Reagents

All reagents were of analytical-reagent grade unless oth-
erwise specified. Ultra pure water with a final resistivity of
18.2 M2 cm ™! was provided by a Milli-Q water purification sys-
tem (Millipore, Bedford, MA, USA). Analytical grade HNO3
65% (m v_l) (Merck, Darmstadt, Germany) and Triton® X-
100 (Fisher Scientific, NJ, USA) was used to prepare diluent
solutions. Tricloroacetic acid (TCA) (Merck) was used to precip-
itate proteins of whole blood. The analytical reference solutions
were prepared by successive dilution of 1000mgL~" of Cd
(Cd(NO3); in H,0) and Pb (Pb(NO3), in H>0) from Titrisol®
standard solutions (Merck).

The permanent chemical modifier was thermally obtained
from high purity Na;WO,4-2H,0 (Merck) and RhCl; (Sigma,
St. Louis, MO, USA). A solution of 2% (mv~') NHyH,POy
(Merck) was used as co-injected chemical modifier. All solutions
were stored in decontaminated polyethylene bottles at room
temperature.

2.3. Sample

Lyphocheckm Whole Blood Metals Control level 1 (Bio-Rad,
Irvine, USA) and Seronorm™ Trace Elements in Whole Blood
level 1 (Lot OK0336) and level 2 (Lot MR9067) from Sero AS
(Billingstad, Norway) reference materials were used to check
the reliability of the entire proposed method. These lyophilized
materials were reconstituted with 2 mL of ultrapure water.

Whole blood samples provided from 40 adult volunteers (>18
years old) from Sio Paulo State Environment Agency (CETESB,
Sao Paulo, SP, Brazil) were analyzed. The samples were col-
lected in heparinized Vaccuntainer tubes and stored at —22°C
for about 1 week prior to the simultaneous Cd and Pb determi-
nations.

2.4. Procedure

All glassware and Eppcndorf@ (Brinkmann Instruments,
Westbury, NY, USA) tubes were cleaned with detergent solu-
tion, soaked in 10% (vv~ ") HNOs for 24 h, rinsed with ultra
pure water, dryed and stored in a closed polypropylene con-
tainer. All solution and sample manipulations were conducted
in a laminar flow bench (Class I, Pachane) to avoid airborne
contamination.

A solution containing 0.2 pg L=' Cd(Il) and 5 pg L~ Pb(Il)
in 0.1% (wv™!) Triton® X-100+1.0% (vv~') HNO;+6%
(wv™!) TCA was used to optimize the heating program.
The pyrolysis and atomization temperatures were also opti-
mized in presence of diluted blood solution. Pyrolysis and
atomization temperature curves were simultaneously obtained
for Cd and Pb in absence and presence of co-injected 2.0%
(wv~ 1) NH4H,PO;. The permanent chemical modifier (250 pg
W +200 g Rh) was used in all experiments. The permanent
chemical modifier was thermally deposited following the lit-
erature recommendations [35]. The pyrolysis holding time was
studied considering the background absorbance intensity in pres-
ence of the diluted blood solution.
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The analytical calibration solutions were prepared in the
range of 0.10-0.80 pg L~" for Cd and 2.5-20pgL~" for Pb
in 0.1% (wv~') Triton® X-100+1.0% (vv~') HNO;+6%
(wv™!) TCA.

Samples and reference materials were prepared by dilut-
ing 200 pL. of whole blood with 500 pL of diluent 0.2%
(wv™ 1) Triton® X-10042.0% (vv~') HNO; in Eppendorf®
(Brinkmann Instruments, Westbury, NY, USA) tubes with
1.5mL. All diluted blood samples were pumping with the
micropipette several times to ensure that the pipet was com-
pletely rinsed and to allow homogenization. The blood solution
was kept in a laminar flow bench during 60 min for complete red
blood cells lysing. Afterwards, 300 pL of 20% (w v~y TCA
solution was added to the blood solution for proteins precipi-
tation. Subsequently, Eppendorf® tube was manually agitated
before centrifugation during 5min at 7000 rpm to enhance the
separation. A volume of approximately 600 pL of supernatant
was transferred to the autosampler cup (1.2 mL) for analyze. A
12 pL aliquot of reference or sample solutions and 5 pL of 2.0%
(mv~") NH4H2 POy, solution were deposited onto the integrated
platform. The rinse solution was 0.1% (wv~") Triton® X-100
to perform the probe cleaning and resulting better standard devi-
ation between the sampling. All measurements were made with
at least three replicates and based on integrated absorbance.

To evaluate occlusion or co-precipitation of Cd and Pb in the
precipitate a mass of approximately 50 mg of Seronorm™ Trave
Elements level 2 dry precipitate were transferred to microwave
vessel with a diluted oxidant mixture (1 mL HNO;+2mL
H202 + 3mL H>0) for digestion in a closed vessel microwave
oven (Microwave 3000, Anton Paar, Austria), using the follow-
ing heating program (temperature, “C; ramp, min; hold, min):
(140, 5, 1), (180, 8, 2) and (220, 4, 10). Cadmium and Pb were
determined in the resulted solution by SIMAAS.

3. Results and discussions
3.1. Heating program optimization

Based on previous results for the simultaneous determina-
tion of Cd and Pb in whole blood by SIMAAS [33], the mixture
250 g W+200 pg Rh was initially elected as the permanent
chemical modifier. In aqueous solution, the best pyrolysis tem-
peratures were 400 and 500°C for Cd and Pb, respectively,
while atomization temperatures were 1700 °C for both elements
(Fig. 1). For diluted blood sample (1 +4), after proteins precip-
itation, the pyrolysis temperatures were 300 and 350°C for Cd
and Pd, respectively (Fig. 2).

Pyrolysis and atomization temperatures must be selected
based on the most and least volatile analyte to be simultane-
ously determined. The most suitable temperatures for Cd and
Pb determination, using W + Rh as chemical modifier, were 300
and 1700 °C for pyrolysis and atomization steps, respectively.

The spectrometer calibration was performed by using
aqueous analytical reference solutions ranging from 0.10 to
0.80 pgL~! forCdand 2.5t0 20 pgL~! for Pbin 0.1% (wv~")
Triton® X-100+1.0% (vv~') HNO3 +6% (wv~') TCA. The
same concentrations of matrix matched analytical reference
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Fig. 1. Pyrolysis and atomization curves for 0.2 pgL~" Cd and 5.0 pgL~' Pb
in 0.1%% (wv~ ") Triton® X-100+ 1.0% (vv~1) HNO3 + 6% (wv~") TCA with
two different chemical modifier: 250 pg W + 200 pg Rhand 250 pg W+ 200 pg
Rh + co-injected 2.0% (w v~') NHyH,PO,.

solutions were also used for spectrometer calibration to check
the influence of matrix concomitants on the Cd and Pb atomiza-
tion. The analytical curves for Cd and Pb in aqueous solution
and diluted blood sample are shown in Figs. 3 and 4, respec-
tively. The comparison of the slopes (b) observed for calibration
graphs obtained from aqueous solution with those in presence
of diluted blood can be use to estimate the effect caused by
the matrix. In absence of matrix effect, the ratio between the
slopes obtained from aqueous solutions and diluted blood must
be, approximately, 1, and this condition ensures the adequacy of
using aqueous reference solution for instrument calibration [34].
This experiment showed more pronounced matrix effects over
Cd (0.03568/0.02668 = 1.3) than Pb (0.00129/0.00133=0.97)
atomization. This was confirmed when the reference materials
were analyzed. Recoveries based on the recommended values
ranged from 76 to 89% for Cd and 89 to 96% for Pb.

Due to the low boiling point (199°C) TCA was probably
removed during the drying step [36]. Consequently, the reduc-
tion in Cd and Pb thermal stability might be caused by the
presence of residual organic and inorganic components of 1 +4
diluted blood. As reported in the literature, permanent chemical
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Fig. 2. Pyrolysis and atomization curves for blood (1 +4) diluted after protein
precipitation with two different chemical modifier: 250 pg W + 200 pg Rh and
250 g W+ 200 pg Rh+co-injected 2.0% (wv~") NHyH:PO,.
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Fig. 3. Analytical curves for Cd in aqueous and blood sample (1+4) using
250 g W+ 200 pg Rh and 250 pg W + 200 pg Rh+ co-injected 2.0% (wv™')
NH;H; POy as chemical modifiers: ((J) abs. = 0.35688 x +0.0004, r=0.99961;
(M) abs.=027058x +0.0014, r=099812; (A) abs.=0.26682:x +0.0059,
r=0.99447; (&) abs, =0.27028 x +0.0044, r=0.99929,
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Fig. 4. Analytical curves for Pb in agueous and blood sample (1+4) using
250 g W+ 200 pg Rh and 250 pg W + 200 pg Rh+ co-injected 2.0% (wv™')
NH4H:POy as chemical modifiers: (CI) abs. = 0.01286 = +0L,0003, r=0.99806;
(W) abs.=0.01138x +0.0010, r=099812; (A) abs.=0.01327x +0.0116,
r=0.99976; (&) abs. =0.01202x +0.0105, r=0.99949.

modifier has always led to lower pyrolysis temperature when
undigested biological materials are directly analyzed [37]. The
high concentration of concomitants in the solution might be
restrained the interaction between Cd and Pb with the perma-
nent chemical modifier. Thus, the analyte was more susceptible

to combine with any matrix concomitants, such as chloride ions.
The conventional co-injection of a chemical modifier in solution
form with the sample seemed to be more successful.

Taking into account the good results obtained for Pb, we
decided to combine the permanent chemical modifier (W + Rh)
with the co-injected NH4H» POy solution.

The thermal behavior of Pb and Cd was again evaluated in
presence of 2.0% (m v~y NH4H,PO, co-injected with ana-
Iytical solutions over W—Rh permanent chemical modifier. In
this condition, Cd and Pb pyrolysis temperatures were 400 and
700°C for aqueous reference solution (Fig. 1) and 400 and
700 °C for diluted sample (Fig. 2), respectively. The atomization
temperatures were 1800 and 1900 °C for aqueous and diluted
blood sample, respectively. For the combined modifiers, the
presence of concomitants practically did not affect the pyrolysis
temperatures. Considering the compromised conditions, pyrol-
ysis and atomization temperatures for Cd and Pb were 400 and
1900 °C, respectively. The atomization temperature was estab-
lished by considering the relationship between peak area and
standard deviation of three replicates for the elements.

The spectrometer was again calibrated using analytical refer-
ence solutions in aqueous and matrix matched solutions to check
the performance of the combined chemical modifier. The regres-
sion coefficients (r) obtained from aqueous solution and diluted
blood solutions were very close to those obtained without the co-
injected chemical modifier (Figs. 3 and 4). However, the slopes
(b) observed for calibration graphs obtained from aqueous and in
presence of diluted blood solutions were much better than those
obtained in absence of co-injected modifier. The ratio between
the slopes obtained from aqueous and diluted blood solutions for
Cd (0.02706/0.02703=1.0) and Pb (0.00114/0.00120=0.95)
showed reduction of the matrix effects, allowing instrument
calibration with aqueous reference solutions.

Pyrolysis holding time was also optimized and 20 s was suf-
ficient to ensure effectiveness of background correction. Peak
shapes and background absorption were also considered when
choosing the furnace conditions. Typical atomization peak for
Cd and Pb are shown in Fig. 5. The heating program described
in Table 2 was used for the determination of Cd and Pb in whole
blood samples.

3.2. Analytical characteristics of method

Methods for simultaneous determination of Cd and Pb in
whole blood have been successfully proposed using TGHA
[23-29] and SIMAAS [30-34]. In many cases, whole blood was
diluted 1+9 and directly introduced into the graphite tube for

Table 2
Transversal heating graphite atomizer program (end-capped wbe with integrated platform) for the simultaneous determination of Cd and Pb in blood
Step Temperature (“C) Ramp (s) Hold (s) Ar gas flow (mLmin~") Read
Drying 130 10 5 250
Pyrolysis | 200 5 5 250
sis 11 400 10 20 250
Atomization 1900 0 3 - Yes
Cleaning 2100 | 4 250

Injection temperature: 100 °C: pipette speed: 50%.
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It was essential to introduce Triton® X-100 prior to the TCA
solution to promote complete lysis of the cells before protein
precipitation. In previous investigation (1 + 9 dilution), negative
errors were observed when Triton® X-100 and TCA were simul-
taneously introduced [38]. But in this work, probably because
of the low blood dilution it was necessary to wait more time to
promote complete lysis of red cells. Different times (0, 20, 40
and 60 min) were studied and 60 min showed the better recover-
ies for Cd and Pb when reference materials were analyzed. This
step can be implemented during the spectrometer calibration
avoiding analytical frequency damage.

The characteristics masses were calculated from the cali-
bration curves and based on the integrated absorbance. The
detection limits (DL) were calculated considering the variabil-
ity of 20 consecutive measurements of 0.1% (w v~ 1) Triton®
X-100+1.0% (vv~') HNO3 +6% (wv~') TCA as the blank
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Fig. 5. Analytical signals for Cd and Pb in aqueous and blood sample (1+4)
using 250 g W + 200 pug Rh +co-injected 2.0% (wv~") NHyH2POy as chem-
ical modifiers.

analysis and screening purposes. However, for the assessment of
background levels of these elements, high sensible methods are
imperative. The use of EC-THGA graphite tube is one instru-
mental alternative to improve the sensitivity of SIMAAS [26].
It was observed a decrease of 13 and 20% for the Cd and Pb
detection limits for end-capped in comparison to the standard
graphite tubes, respectively.

But, even using this strategy we certified the necessity to
improve the detectability of method to achieve background lev-
els. The alternative was reduced the dilution of blood sample.
However, when aliquots of blood solutions diluted 1 +4 were
directly injected in the graphite tube, random absorbance and
high background signals were observed for Cd and Pb. This can
be due to high concentration of organic concomitants in the final
diluted whole blood. Based on previous work [38], one alterna-
tive to diminish organic concomitants in 1 +4 blood dilution was
the protein precipitation with TCA. Concentrations of 5, 10, 15
and 20% (v v~ 1) TCA were tested. The best TCA concentration
to improve the quantitative precipitation of proteins was 20%
(vv~h). After precipitation, solutions were manually agitated
before centrifugation for 5 min.

The determination of Cd and Pb in the precipitate showed
concentrations below of the detection limits which attested there
was not occlusion or co-precipitation of these elements.

solution (0.0066 £ 0.0028 for Cd and 0.0057 &+ 0.0026 for Pb,
n=20), according to 3sy/b (sp) =standard deviation of the
blank and b= calibration curve slope). Taking into account a
1 +4 dilution factor, detection limits for the sample concentra-
tion would be 0.13 wg L™" for Cd and 3.25 pg L~! for Pb. The
characteristic masses and detection limits obtained in this work
and in others methods for Cd and Pb determination in whole
blood by SIMAAS are shown in Table 3.

The performance of the EC-THGA was evaluated by com-
paring the slopes of calibration graphs in different lifetime of
the graphite tube (0 up to 1060 heating cycles). The slopes
(5) observed for Cd (0.03783 £0.003644, R.5.D.=9.6%) and
Pb (0.00155 +£0.00021, R.S.D.=13.5%) indicated acceptable
performance, even after 1060 heating cycles. The relative stan-
dard deviations were based on the slopes obtained by using a
new EC-THGA. Up to 846 heating cycles the relative stan-
dard deviations of slopes were below 10% for both elements.
More than 846 heating cycles, the EC-THGA graphite tube was
worn down. Consequently, we recommend working with the
same EC-THGA graphite tube up to, approximately, 850 heat-
ing cycles. As related in previous work [35] and attested in this
work, the improvement in the graphite lifetime can be cred-
ited to the permanent chemical modifier (250 g W +200 pg
Rh).

Considering the simultaneous determination of Cd and Pb,
it was possible to have up to 1700 analytical results with the

Table 3
Characteristic masses and detection limits of Cd and Pb in whole blood for
different methods by SIMAAS

Element my (pg) DL (pgL™") Reference

cd 1.26 0.026 This work

Pb 33 0.65 End-capped tube
cd - 0.24 31

Pb - 1.06 -

Cd 1.6 0.03 33

Pb 35 0.8 THGA tube

Cd 1.68 0.095 34

Pb 30.3 0.86 THGA tube
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Table 4 Table 6
Results for the simultaneous determination of Cd and Pb in reference materials Blood lead levels (BLL) in adults of Sio Paulo city
(n=3) - N
" Year of publication Total population Pb(pgl™") Reference
CRM Found value + riaint R ded values
und value =& uncertainty ecommended values - =63 (mem) 145 & 43 [18.39]
Cd(pgl™")  Pb(pgL™") Cd(pgLl™" Pb(pgL™") n=37 (women) 93 £ 39
1 37001 94 & 1 3.8(3.0-4.5) 83 (66-100) 1985 n=26 130 £ 8 [40]
1 09 +02 36+2 0.7 33 1997 n=30 63.0 £ 2.3 [41]
11 6.6 £ 0.1 42+ 5 6.2(54-7.2) 401 (353-443) 2007 n=40 25.1 £ 10.8 This work

1. Liphochek Bio-Rad level 1; 11, Seronorm™ level 1 and 11, Seronorm™ level
5

same atomizer, lowering costs associated with the replacement
of graphite parts.

3.3, Cadmium and lead determination

The spectrometer was calibrated using aqueous reference
solutions ranging from 0.10 to 0.8 pgL~" for Cd and from
2.5t020ug L™! for Pbin 0.1% (wv™") Triton® X-100+ 1.0%
(vv~ ') HNO; + 6% (w v~ ') TCA using instrumental conditions
and the heating program listed in Tables 1 and 2, respectively.
The analytical curves are depicted in Figs. 3 and 4.

The trueness of the proposed method was checked by anal-
ysis of three certified reference materials (Lyphocheck® Whole
Blood Metals Control level 1 and Seronorm™ Trace Elements
in Whole Blood levels 1 and 2. Results are presented in Table 4.
The found Cd and Pb concentrations for the reference mate-
rials are in accordance to the acceptable range at 95% of the
confidence level (Student’s t-test).

Cadmium and Pb concentrations in whole blood of 40 vol-
unteers from environmental exposure are shown in Table 5.
Four blood samples were spiked with 0.1 pgL~" of Cd and
2.5 pg L~! of Pb. Good recoveries were obtained, ranging from
98 to 115% for Cd and 99 to 112% for Pb, corroborating to the
use of co-injected NH4H2POy4 as chemical modifier for mini-
mization of interferences caused by matrix constituents.

Analysis of whole blood of 40 environmental exposure vol-
unteers ranged from 0.13 to 0.71 pg L' (0.32£0.19pgL™")
for Cd and 9.3 to 56.7 pg L' (25.1 £ 10.8 pg L") for Pb.

The relative standard deviations between sampling (n=3)
ranged from 2.0 to 21% for Cd and 1.5 to 13% for Pb. The
repeatability (within-run precision) of method was assessed by
analysis of CRMs (Lyphocheck® Whole Blood Metals Control
level 1 and Seronorm™ Trace Elements in Whole Blood level

Table 5

2). Six separated samples of each CRM were prepared according
to the proposed method and analyzed in triplicate. The repeata-
bilities ranged from 1.8 to 6.8% for Cd and 1.2 to 1.7% for
Pb. The reproducibility (between-day precision) of method was
monitored by analysis of CRM (Lyphocheck® Whole Blood
Metals Control level 1) over a 6-month period. The relative stan-
dard deviations of the results in this period of time were 10.2%
for Cd and 8.8 for Pb.

In Table 6 are showed the reference values for blood lead level
(BLL), in adult population of Sdo Paulo city (Brazil) obtained
in different period of times 1981, 1985, 1997 and 2007. Brazil
does not have a health public regular program for measuring
the BLL in the general population. Therefore, data reported in
Table 6 are individual studies to determine BLL for specific
interest. But, it is evident the reduction of lead concentration in
whole blood with the time, claiming for high sensible methods
for quantitative determination.

Recently, studies coordinated by New York City Health and
Nutrition Examination Survey (NYC HANES), from United
States allowed assessing the environmental exposure of Cd,
Hg and Pb in blood of New York City adults. The geometric
mean blood of these elements concentrations were 0.77 and
17.0 wg L™, respectively. The authors comment that Cd concen-
tration is slightly higher than the 1999-2000 national estimated
for adults (0.47 pg L=1) [42].

4. Conclusions

The low dilution of blood samples (1+4) combined with
protein precipitation with TCA can be considered as the up-to-
date strategy for the simultaneous determination of Cd and Pb
by SIMAAS to assess the environmental exposure. Addition-
ally, the combination of permanent chemical modifier (250 pg
W+ 200 pg Rh) and co-injected 2.0% (w v~ 1) of NHsH2PO4
enlarged the graphite tube up to 846 heating cycles without

Analysis and recoveries test for the simultaneous determination of Cd and Pb in whole blood volunteers

Sample Cd(pgL™") Pb(pugL™") Recoveries (%)
Cd spike (0.10 pg L") Pb spike (2.5 pgL™")
1 1.23 + 0.08 344 £ 09 104 108
2 061 £0.11 276 £ 1.2 115 102
3 0.72 £ 0.05 391 +39 107 112
4 0.78 + 0.06 333+ 15 98 99
Mean £ S.D." (n=40) 032 +0.19 25.1 + 10.8 - -

* 8.D., Standard deviation.
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long-term precision damage (<21% for Cd and <13% for Pb)
and reduced the matrix effects, respectively.
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Anexo Il

Questionario: Valores de referéncia para metais em sangue

Posto de coleta: Data: /| Hora:

| — Dados Pessoais (n&o preencher campos 2 a 7)

1. Nome:
2. Data de nascimento: / /19 ( anos) Sexo:
3. Raga: Estado Civil:
4. Nac.: Natural.:
5. Doc. N.°: Tipo: Org. Exp.:
6. Escolaridade:
7. Endereco residencial (rua/n.°)

Bairro:
Municipio: UF: CEP:

Telefone: Celular:

8. Vocé trabalha? Sim || Nao | | Desempregado/a []

8.1 Se sim, o que vocé faz?

8.2 Ha quanto tempo:

8.3 O que vocé fazia antes?:

8.4 Por quanto tempo trabalhou?:

9. Alguém que vive na sua casa trabalha em fabrica de tintas, adubos, vidros,
ceramica,

plastico, conserto de baterias, galvanoplastia? Sim ] Na&o [

10. Vocé tem alguma atividade de lazer/hobby? (pintura, ceramica, pesca, tiro com
arma de fogo)

11. Quantas pessoas vivem na sua casa?

12. Qual a renda da sua familia? (salario minimo R$ 350,00)
até 350,00 [ | 351,00-2.100,00 [ ] 2.101,00-3.500,00 | | > 3.501,00 ||
N&o respondeu ||

13. Vocé come peixe, marisco, camarao? Sim [] Nzo ||

13.1 Se sim, com que freqliéncia? diariamente '] 1xnasemana [ ]
mais de 1x na semana | | 1x ao més || 2 a3xaomés ||

13.2 Vocé consumiu peixe, camarao, marisco nos ultimos 2 dias? Sim | Nzo ]
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14. Vocé bebe (bebida alcodlica)? Sim [] Nzo [ ]
14.1 Se sim, qual bebida? cerveja [] vinho | destilados ||
14.2 Com que freqiiéncia? diariamente || mais de 1x na semanal_] finais de semanal_]

15. Vocé toma remédios, chas, energéticos, vitaminas? Sim || Nzo [

15.1 Se sim, qual e ha quanto tempo?

16. Vocé masca chicletes? Sim || Nzo ||

16.1 Se sim, com que frequéncia? diariamente | ocasionalmente ||

17. Vocé tem dentes com restauragdes (obturagdes) de metal (amalgama)?
siml] Naoll Naoseil]

18. Para a mulheres: Uso de anticoncepcional [] Menopausa []

Terapia de reposicdo hormonal []

18.1 Data da ultima menstruacao:

Il - Informagdes sobre a moradia

19. Ha quanto tempo reside no mesmo endereco?

20. Vocé reformou ou pintou a sua casa recentemente? Sim [] Nao | ]

20.1 Se sim, ha quanto tempo?

21. A agua de beber da sua casa €? Rede | Mineral [ Poco | outra:
22. Vocé tem horta em casa? Sim || Nao [ ]

22.1 Vocé come as verduras da sua horta: Sim | | Nzo ||

22.2 Qual a agua que usa para irrigar a horta?

23. Tem alguma fabrica ou industria perto da sua casa?: Sim [ ] Nao [| Nzo sei |

23.1 Se sim, qual e a distancia da sua casa:

Entrevistador:
Reg. CETESB: R.G.n.°%

Dados complementares (n&o preencher)
Peso: Pressao arterial:
Altura: Micro hematocrito:

indice de massa corporal:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Eu, , apoés ter sido informado sobre os
objetivos da pesquisa, concordo em participar do Projeto Valores de Referéncia para
Metais, do Setor de Toxicologia Humana e Saude Ambiental da Companhia de Tecnologia
de Saneamento Ambiental (CETESB).

Compreendo que a minha participagéo é inteiramente voluntaria e estou ciente de que o
meu nome e os dados que me identificam serdo mantidos em sigilo pela equipe de
pesquisadores, sendo garantidas a confiabilidade e a privacidade.

Sao Paulo, de de 2006.

Entrevistado Entrevistador
RG RG
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Anexo Il
Critérios de exclusao de doador

Se o voluntario morar fora da Grande Sao Paulo, se doou sangue ha menos
de 6 meses ou se responder SIM a pelo menos uma pergunta abaixo,
agradecer e dispensa-lo.

1° Ha& quanto tempo que o(a) sr(a) fez a ultima doagao? (Pessoa
que doou sangue ha menos de 6 meses ndo pode participar do projeto)

2° - O sr (a) mora em qual cidade? (Ver
tabela — Pessoa que mora em cidade que nado pertence a Grande Sdo Paulo
ndo pode participar do projeto)

3° - O sr(a) trabalha com baterias, tintas, cerdmica, plastico, galvanoplastia,
metalurgia, oficina mecanica, marcenaria, retificagdo de baterias, soldas?
Sim [ Ndo [ | (Pessoa que trabalha nessas atividades ndo pode
participar do projeto)

4° - O sr(a) fuma ou parou de fumar ha menos de 1 ano? Sim [] Nao L[|
(Pessoa que fuma ou parou de fumar ha menos de 1 ano ndo pode participar
do projeto)

Municipios da Grande Sao Paulo

Aruja Mairipora

Barueri Maua

Biritiba Mirim Mogi das Cruzes
Caieiras Osasco

Cajamar Pirapora do Bom Jesus
Carapicuiba Poa

Cotia Ribeirdo Pires

Diadema Rio Grande da Serra
Embu Salesopolis
Embu-Guagu Santa Isabel

Ferraz de Vasconcelos Santana de Parnaiba
Francisco Morato Santo André

Franco da Rocha Sao Bernardo do Campo
Guararema Sao Caetano do Sul
Guarulhos Sao Lourencgo da Serra
Itapecerica da Serra Sao Paulo

ltapevi Suzano
ltaqguaquecetuba Tabodo da Serra
Jandira Vargem Grande Paulista
Juquitiba
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Anexo IV

Aprovacao da CAPPesq

g
b R
APROVACAO

A Comisstio de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
14.06.06, APROVOU Protocolo de Pesquisa n° 473/06 intitulado:
“Contribuicdo para o estabelecimento de .valore.s de referéncia para
chumbo e «ddmio em sangue da populagdo adulta da Regido
Metropolitana de Sdo Paulo, apresentando pelo Departamento de

Medicina Preventiva, inclusive Termo de Consentimento Livre e

esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatdrios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do

Conselho Nacional de Salde n® 196, de 10.10.1996, inciso IX. 2, letra "c")

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof.Dr.Nelson da Cruz Gouveia
Pesquisador(a) Executante : RubiA Kuno

CAPPesq, 14 de Junho de 2006.

VR ek E£ lk

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO

Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

G
agced™ PO ,

i de Etice pare Andlise de Projetos de Pesquisa da HEFMUSP e da .‘"'.'éx.:?_!'_"
ospital dag Clinicas da Foculdade de ! rersidade
ampes. 225, 5° andar - CEP 0F

59 5492 - c-man ¢ cappesgEhcee Lusp b S senrat

TS

e

144

, 355
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Anexo V

Aprovacao da CONEP

dand
A

Memo.CAPPesq — 044/07
Sdo Paulo, 12 de abril de 2007.

limo. Sr.

Dr. Nelson da Cruz Gouveia

DD. Pesquisador

Departamento de Medicina Preventiva

Por determinagcdo do Senhor Presidente,
Prof. Dr. Eduardo Massad, encaminhamos para conhecimento, cépia

do parecer n°® 332/2007, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa —
CONEP/MS referente & APROVACAOQ do protocolo de Pesquisa n°

1166/06 - intitulado “Contribuicdo para o escalonamento de valores

de referéncia para mercuirio em sangue da populacdo adulta da

regido metropolitana de Sao Paulo™.

Atenciosamente,

MARCIA APARECIDA T. DE CARVALHO
Secretdria
Comissdo de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa - CAPPesq

FaimianZa da Bdinn mana Anilica da Danintae do Dacanica da LIFEMIIGP o dn FMIISP
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MINISTERIC DA SAUDE
Conselho Nacional de Salde
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

PARECER N° 332/2007

Registro CONEP:13600 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)

CAAE- 0960.0.015.000-06 Processo n° 25000.201.168/2006-65
Projeto de Pesqmsa “Contribuicdo para o estabelecimento de valores de referéncia
para mercdrio em sangue da populagdo adulla da Regido Meiropolitana de Sao
Pauio”,

Pesquisador Responsavel: Dr. Neison da Cruz Gouveia

Instituicao: HCFMUSP — Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo

CEP de origem: HCFMUSP — Hospital das Ciinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Pauio

Area Temética Especial: Cooperacdo Estrangeira.

Patrocinador: CETESB — Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental

Sumaérioc Geral do Protocoio

O objetivo geral da pesquisa é contribuir para ¢ estabelecimento de valores
de referéncia para merclric no sangue de adultos, sem exposicdo ocupacional a
esse metal, residentes na Regido Metropalitana de Sao Paulo.

Trata-se de estudo de corte fransversal, onde serdo coletadas cerca de 8C0
amostras de sangue (6mi cada) de doadores de sangue da Associacédo Beneficents
de Coleta de Sangue (Hemo-rede—SUS/SP) para andlise de mercurio.

O grupo amostral serd composto por doadores de ambos 0s sexos, com
idades variando de 18 a 64 ancs ¢ residentes na RMSP.

No momento da coleta serd aplicado um gquestionario ao doador para obter
informacdes sobre possiveis exposigdes ambientais, habitos pessoais como tipo de
alimentaco, origem da agua que beber, dentre outras que vao auxiliar na anglise e
interpretacdo dos resultados.

Az amostras de sangue serfo coletadas em tubos a vacuo heparinizados e
sncaminhadas ac laboratério da Agéncia Ambiental Federal da Alemanha (UBA) em
Berlim, onde serdo analisadas {conforme carta anexa), como parte de projeto de
cooperacdo técnica entre a Agéncia Ambiental Alema ¢ a Cetesb, pois a agéncia
paulisia nao dispoe atuaimente de metodoiogia analitica para andlise de merctrioc em
sangue & 0 projeto de cooperacde prevé a realizacdo das anadlises pela Agéncia
alema, sem custo para a Cetesb.
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Cont, Parecor CONEP 232/07

Ao se proceder a andlise das resposias ac parecer CONEP n°
114/2007, relativo ao projeto em questdo, considerou-se gue:

1. As modificagdes sugeridas as Termo de Consentimento Livre Esglarecido -
TCLE foram acaladas & nova versae foi apresentada,

2. Foiincluido novo e ronagrama e orgamento detathado do projeto.

3. Foi esclarecido que nd3c havera formagde de banco comt 0 material que serd
descartado apds anslise. Havara envio de amostras para a Agéncia Ambiental
Alema para determinacéo de merclrio nas amostras, que serfo descartadas.
Tais aspectos foram inciuidos no projeto (p. 18 e 17), onde consta que ¢ envio
das amostras para a Alemanha, inclufdos os custos envolvidos gue serd de
responsabilidade do Seior de Taxicologia Humana ¢ Sailde Ambiental da
Cetesb.

Diants do exposto, 2 Comisade Nacional de Etica em Pesquisa —
CONEP, de acordo com as atribuigdes definidas na Res. CNS 198/06, manliesta
~ 8¢ pela aprovagdo do projeto de pesquisa proposia.

Situagéo : Projeto aprovado

Brasilia, 10 de abril de 2007.

Coordenadora inferina da CONEF/CNS/MS

Analise de t{

) D fk_ti‘-d* Paseyiss - Jt-.-_ - HCFMUSP ¢

R SR g The s S SSTA M
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