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RESUMO: A contaminacéo do solo, agua, ar e alimentos por metais pesados, em decorréncia de processos
industriais, tem atingido ndo somente trabalhadores, mas também a populacao em geral. A determinacao
da atividade da acido é -aminolevulinico desidratase (ALA-D) é o mais sensivel indicador biolégico de
efeito subcritico ao chumbo. O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade da ALA-D em uma amostra
populacional urbana do Municipio de Londrina, Parana. A populacdo estudada foi constituida por 87 sujeitos
(52 mulheres e 37 homens) selecionados a partir de uma amostra inicial de 120 voluntarios, de acordo
com critérios de exclusdo previamente estabelecidos. Foram excluidos os individuos expostos
ocupacionalmente ao chumbo, com exarmes clinico- laboratoriais alterados, obesos, hipertensos, diabéticos
e fumantes, cujas residéncias se localizavam proximas as areas de utilizacao do metal. Os valores de
referéncia (VR) obtidos para a atividade da ALA-D foram de 21,33 - 59,90 U/L, ndo se encontrando diferencas
significativas entre os valores para a populacdo masculina e feminina. Estes resultados se mostraram
semelhantes aos descritos em outros trabalhos, que também utilizaram amostras populacionais e mesma
metodologia analitica. A padronizagdo do uso de bioindicadores para a monitorizacdo das populacdes
expostas a poluentes ambientais, representa uma das medidas mais Uteis para o diagnostico precoce e
prevencao das intoxicacdes por chumbo eni areas urbanas.

PALAVRAS-CHAVE: 4cido 6-aminolevulinico desidratase; monitorizacdo ambiental; chumbo; toxicologia.

INTRODUGAO

Nos ultimos anos, as populacdes urbanas
expostas a poluentes ambientais tém sido objeto
de numerosas pesquisas, especialmente nos
paises industrializados. Entre estes estudos,
destacaram-se as investigacdes a respeito dos
efeitos toxicos produzidos & saude humana por
metais pesados, como o chumbo, resultantes ndao
apenas da exposicao de trabalhadores em
processos extrativos e industriais, mas também da
populagcao urbana em geral, através do solo, da
agua, do ar e da ingestao de alimentos contaminados
(Larini, 1993; Salgado, 1996).

A determinagao da plumbemia € um indicador
biologico de exposi¢cao bastante utilizado para
grupos de individuos expostos ocupacionalmente

porque as concentracdes sanguineas de chumbo
apresentam uma correlagao positiva com os niveis
do metal no ambiente de trabalho (Salgado, 1994).

A legislacdo brasileira, atravées Norma
Regulamentadora NR-7 — Portaria n° 24 — da
Secretaria de Seguranca e Saude no Trabalho, de
29 de dezembro de 1994, prevé como indicadores
biologicos para exposicdes ao chumbo a dosagem
de chumbo em sangue (Pb-S), a determinacao de
acido delta-aminolevulinico na urina (ALA-U) e da
zinco-protoporfirina em sangue (ZPP-S). Essa norma
estabelece como parametros para exposi¢cdes
ocupacionais ao chumbo o Valor de Referéncia de
Normalidade (VR) e o indice Bioldgico Maximo
Permitido (IBMP) de 40 ug/dl e 60 pg/dl,
respectivamente (Della Rosa, Sigueira &
Colacioppo, 1996).
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Embora as intoxicactes por chumbo tenham
quadros clinico e bioquimico bem estabelecidos
(Ellenhorn, 1997), um dos problemas ainda nao
solucionados se refere as alteracdes funcionais,
inclusive moleculares, causadas por concentracoes
baixas de chumbo no sangue. Resultados de
diferentes pesquisas revelaram que, em
concentracdes de 20 ng/dl de sangue total ja
ocorrem efeitos nocivos sobre o sistema
hematopoiético humano, como a interferéncia na
sintese do Heme, pela inibicao da atividade da
enzima acido delta-aminolevulinico desidratase ou
ALA-D (Salgado, Fonseca & Lepera, 1985,; Garcia
Fernandez, 1989; CDC, 1991; Wananukul, 1998).

A determinacao da atividade da ALA-D é
considerado o mais sensivel indicador biologico de
efeito subcritico ao chumbo, muito util para o
diagnostico precoce e prevencao das intoxicacoes
pelo metal, porque apresenta uma excelente
correlagao negativa com niveis de chumbo na faixa
de 10 a 60 ng/dl (Salgado, 1996). Segundo Sakai &
Morita (1996), os niveis de acido delta-
aminolevulinico plasmatico (ALA-P) nas céluias
sanguineas aumentam mais lentamente em
concentracdes de chumbo menores que 40 pg/dl
de sangue total ("slow phase") e rapidamente em
concentracoes superiores a 40 j1g/dl de sangue total
("rapid phase").

Quanto aos estudos de populacdes nédo
expostas ocupacionalmente ao chumbo,
destacaram-se, no Brasil, os trabalhos pioneiros
de Fernicola & Azevedo (1981) sobre as correlacdes
existentes entre os valores de plumbemia e a
atividade da ALA-D e de Sousa, Porto & Azevédo
(1987) que propuseram valores de referéncia de ALA-
D para a populacao urbana, sem historia de
exposicOes profissionais.

De acordo com os resultados destas e de outras
pesquisas, em concentractes sanglineas de 10 a
20 g de chumbo/di de sangue total, a inibicdo da
ALA-D leva ao aumento do ALA-P, e, por
consequéncia, eleva-se a excrecao deste metabdlito
na urina. Aléem dos efeitos deletérios resultantes
da exposigao ao chumbo, especialmente sobre a
medula 6ssea, o sistema nervoso e 0s rins, o
aumento de ALA-P, um precursor do HEME
acumulado também na porfiria intermitente, tem sido
relacionado a sindrome encéfalo-polineuritica. A
encefalopatia que se desenvolve nas exposicdes a
longo prazo ao chumbo compreende alteragtes
subclinicas senscriais, perceptuais e das funcdes
psicomotoras detectaveis através de testes
fisioldgicos e psicofisiologicos (Salgado, 1996).

Outras consequéncias do acumulo de ALA-P
no organismo humano foram também detectadas

por Costa et al.(1997). Segundo os autores, existe
uma associacao entre o acumulo de ALA-P e a
elevagao da atividade da superoxido-desmutase
(SOD) que ocorre em diversas patologias
relacionadas ao "stress oxidativo", entre elas, as
intoxicacoes por chumbo e mercurio. Os resultados
de seus trabalhos forneceram evidéncias de que a
distribuicao e o acumulo de ALA-P no organismo
humano pode ser correlacionado a diferentes
respostas de "stress oxidativo”, como o aumento
da atividade enzimatica da SOD eritrocitaria,
aumento da oxidacao da hemoglobina a
metahemoglobina superdxido, além da elevacao da
protoporfirina IX (PP-1X) em trabalhadores expostos
ao chumbo.

Deste modo, o estabelecimento do valor de
referéncia para ALA-D (VR definido por Apostoli &
Minoia, em 1991, como " o valor obtido por meio da
observacao ou quantidade particular em um individuo
ou na populacao de referéncia"), representa o inicio
de uma adequada monitorizagao da exposicao
ambiental de uma populacao ao chumbo. No Brasil,
a falta de bases de dados para obtencao de valores
de referéncia leva a "reproducaoc” dos valores obtidos
em outros paises, muitas vezes inadequados a
nossa realidade (Salgado, 1990; Cordeiro & Lima-
Filho, 1995; Paoclielo etal., 1997).

O objetivo geral deste estudo foi o de avaliar
a atividade da ALA-D em uma amostra da
populacao urbana do Municipio de Londrina,
Parana. Para isso, pretendeu-se comparar os
dados obtidos com os valores de referéncia desta
enzima disponiveis na literatura especializada.
Com esses resultados, espera-se contribuir para
a padronizacao da metodologia analitica e dos
valores de referéncia de ALA-D necessarios a
deteccao precoce dos efeitos nocivos a saude,
decorrentes da exposicao ambiental das
comunidades urbanas brasileiras aos derivados
organicos e inorganicos do chumbo.

MATERIAL E METODOS

1. Estabelecimento da populacédo de referéncia
e critérios de exclusao

Para estabelecer a populacao de referéncia da
pesquisa foram previamente definidos alguns
parametros de condicdes de exposicao ao chumbo
e de condicdes de saude da populag¢ao em estudo.
No que se refere as condicdes de exposicao, a
selecdo obedeceu aos seguintes critérios de
exclusao: individuos ndo expostos ocupacionalmente
ou por "hobby" ao chumbo inorganico, cujas
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residéncias eram distantes de locais de utilizacao
do metal (lengar & Wolttiez, 1988; Minoia et al.,
1990). Estas informacdes foram obtidas atraves da
aplicacdo de um questionario para levantamento de
dados pessoais (idade, sexo, grupo racial,
ocupacao, local de moradia nos ultimos trés anos,
intensidade de trafego na area de residéncia, entre
outros), dados relativos a habitos pessoais
(consumo de bebidas alcodlicas e tabagismo) e
alimentares (tipo de dieta, consumo de agua e
bebidas ndo alcodlicas).

Para avaliar as condictes de saude da populacac
em estudo, realizou-se o exame clinico de cada
um dos individuos. Esta consulta incluiu anamnese,
afericao da pressao arterial, do peso corpéreo e
solicitacao dos seguintes exames laboratoriais
complementares: hemograma, glicose, ureia,
creatinina, gama glutamil-transferase, alanina amino-
transferase, aspartato amino-transferase, colesterol
total, triglicerides e urina tipo |

Embora a exposicao ao chumbo tenha sido
considerado o principal critério para a selecao dos
participantes, foram excluidos tambem os
individuos que apresentaram valores clinico-
laboratoriais fora dos valores referenciais
preconizados pela literatura nas diferentes
metodologias analiticas utilizadas na pesquisa.
Estas pessoas receberam encaminhamento para
consultas e/ou exames complementares,
necessarios ao tratamento das patologias
detectadas e que motivaram sua exclusao do
presente éstudo.

A influéncia do habito de fumar sobre a
plumbemia e, consequentemente, sobre a atividade
da ALA-D, citada em trabalhos anteriores sobre o
tema (Fernicola & AzevedO, 1981; Sousa et al.,
1987), justificou a exclusdo dos fumantes de 10 ou
mais cigarros de tabaco/dia. Foram excluidos
também os obesos, os hipertensos e aqueies
afetados por doencas cronicas como diabetes,
disturbios cardiovasculares e alcoolismo (Bortoli et
al., 1986; lengar & Wolttiez, 1988; Minoia et al/.,
1990; Wider et al., 1997).

A populacao estudada foi constituida por um
grupo de 87 individuos, com idade que variou entre
15 e 65 anos, considerados "sadios" (52 mulheres
e 35 homens), selecionados a partir de uma
amostra inicial de 120 sujeitos, de acordo com os
critérios de exclusao previamente estabelecidos.

Os contatos para o recrutamento de voluntarios
das varias regides da area urbana (central e
periférica) do Municipio de Londrina, Parana, foram
feitos com o auxilio de associacbdes de bairros,
instituicoes religiosas, conselhos regionais de
salde e instituigbes publicas de ensino e de saude

(Unidades Basicas de Saude e hospitais da rede
publica de saude).

Estas pessoas foram antecipadamente
orientadas quanto as condicbes adequadas as
colheitas de sangue e urina (jejum e abstinéncia
no consumo de bebidas alcodlicas nas ultimas 24
horas) e aos outros procedimentos clinicos que
foram realizados em finais de semana,
principalmente em escolas e igrejas, no periodo
compreendido entre novembro de 1994 a
dezembro de 1996.

2. Procedimento analitico

As amostras de sangue foram coletadas em
sistemas a vacuo apropriados a cada tipo de
exame laboratorial solicitado e acondicionadas em
banho de gelo para o transporte até o Laboratoério
de Analises Clinicas do Hospital Universitario
Regional do Norte do Parana, Universidade
Estadual de Londrina (LAC/HURNP/UEL), onde
foram imediatamente processadas.

A atividade da ALA-D foi determinada pelo
Método Padronizado Europeu (Berlin & Schaller,
1974) que se baseia na incubacao da enzima com
excesso de acido delta-aminolevulinico: o
porfobilinogénio produzido, na presenca do Reagente
de Ehrlich, desenvolve coloracao rosea que € medida
espectrofotometricamente. Os resultados sao
expressos em U/L de ALA/minuto/litro de eritrécito,
com o hematdcrito determinado em contador
automatizado de células.

3. Andlise estatistica

Os resultados referentes a atividade da ALA-D
na amostra selecionada receberam o seguinte
tratamento estatistico:

a) Valor minimo, 5° percentil, 1° quartil, mediana,
3° quartil, 95° percentil, valor maximo, média
geomeétrica, média aritmetica e desvio-padrac;

b) Intervalo de confiancga (95%) para o valor médio
X £t ,.;85; onde X é o valor médio, t,
e o valor da distribuicdo t de Studente s_¢éo
erro padrao da média;

¢) Intervalo experimental delimitado pelo menor
e maior valores observados (x
respectivamente);

d) Valor de referéncia obtido através do intervalo
X + 2.5, 0onde ¥ € o valor médio e s é o desvio-
padrao dos valores ocbservados. Se o menor valor
observado (x, . ) for maior do que X -2, 0
intervalo sera delimitado pelos valores x . e

min
X+2s;

@:in-1]

e x
min. max
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e) Intervalo de incerteza que € o intervalo dos altos
valores observados, delimitadopor X + 2 s eo
valor maximo obtido (v ).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 120 voluntarios examinados, 20 foram
excluidos em funcao de alteracoes clinico-
laboratoriais e 13 por serem fumantes (27,5 % de
exclusao). Assim, 87 sujeitos participaram da
pesquisa, sendo 52 do sexo feminino e 35 do sexo
masculino.

A Tabela abaixo demonstra as estatisticas para
os valores de ALA-D em individuos considerados
saudaveis, segundo O sexo.

Como se pode observar, os valores de referéncia

(VR) obtidos no presente estudo para a atividade da
ALA-Dforamde 21,33-59,90 U/ na populacao estudada.
Nao se observou diferenca significativa entre os valores
de ALA-D encontrados na populacéao masculina e
feminina participante do estudo (t=54,9 e p=0,00620).

Os dados disponiveis na literatura consultada
indicaram que, individuos saudaveis e ndo expostos
ocupacionalmente ao chumbo, apresentaram
valores de referéncia para atividade da ALA-D
maiores que 20 U/L (Berlin & Schaller, 1974; Garcia
Fernandez et al., 1989). De acordo com os
resultados apresentados por Fernicola & Azevedo
(1981) os valores de atividade da ALA-D para a
populacao urbana da Grande Sao Paulo foram de
20,8-67,6 U/L. Em pesquisas semelhantes, Sousa
et al. (1987) determinaram que a média global da
atividade enzimatica na populacao de Salvador

Tabela - Valores de atividade de ALA-D (U/L) em sujeitos saudaveis, segundo o sexo, Municipic de Londrina, Parana

Sexo

e D Total  (n=87)

Feminino (n=52) Masculino (n=35)
MIN 14,90 16,81 14,90
P5 20,84 25,30 19,35
Q1 35,85 37,75 32,48
MD 41,26 41,75 38,40
Q3 47,20 46,55 48,40
P95 54,80 52,50 57,20
MAX 59,90 59,90 59,86
Mg 39,34 40,58 37,56
Média 40,68 41,61 39,31
D.P. 9,67 8,53 11,15
1.C.(95%) 38,62 - 42,74 39,23 - 4398 3548 - 43,14
LLE. 1490 - 59,90 16,81 - 59,90 14,90 - 59,86
V.R. 21,33 - 59,90 24,55 - 58,67 17,01 - 59,86
LLIN. > 59,90 > 58,67 > 59,86

* MIN = Valor minimo; P5 = 52 Percentil; Q1 = 12. Quartil; MD = Mediana; Q3 = 32 Quartil; P
Percentil; MAX = Valor maximo; Mg = Média geométrica; Média = Média aritmética; D.P. = Desvic

" 1.C.(95%) = intervalo de Confianga (95%); |.E. = Intervalo experimental; V.R. = Valores de referénci
Intervalo de incerteza.

76 Semina: Ci. Biol. Saude, Londrina, v. 20/21, n. 2, p. 73-79, jun. 1999/2000



(Bahia) foi de 34,5 + 14,5 U/L, variando os valores
de 9,0 até 80,0 U/L e, na regido sul do Estado de
Minas Gerais, Siqueira & Pessoa (1999) obtiveram
resultados de 54,52 + 9,80 U/L.

Deste modo, os valores de referéncia obtidos no
presente estudo (21,33-59,90 U/L) se mostraram
semethantes aos resultados de trabaihos que
também utilizaram amostras populacionais urbanas
e a mesma metodologia analitica.

De acordo com Sousa et al. (1987), a atividade
da ALA-D pode variar consideravelmente de uma
regiao para outra e entre individuos, em funcao de
diferentes fatores como a poluigdo atmosférica e o

chumbo absorvido com os alimentos. Ainda segundo
os autores, a nao-uniformizacdo do método
laboratorial usado para determinacao da atividade
enzimatica tambem dificulta a comparacao entre
os resultados de pesquisas realizadas em diferentes
regides geograficas do Brasil.

Na Figura apresentada a seguir, pode-se
visualizar a distribuicao homogénea dos valores de
ALA-D encontrados, segundo o sexo, através de
graficos "box-plot” ou "graficos dos cinco numeros™
gue sdo os valores minimo e maximo obtidos, o
primeirc quartil ou 25%, a mediana ou segundo
quartil e o terceiro quartil ou 75%.
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Figura - "Box-and-whisker plot" para atividade de ALA-D (U/L), segundo o sexo, Municipio de Londrina, Parana.

Apesar da importancia do estabelecimento de
valores referenciais para a atividade da ALA-D,
considerado o indicador mais sensivel dos efeitos
subclinicos da exposicao nac ocupacional ao
chumbo em populacdes de areas urbanas (Ingvar et
al.,1997), principalmente para o controle de despejos
e residuos industriais, determinac&o do chumbo em
alimentos, em mananciais de agua e no solo, realizagao
de avaliagcao epidemioldgica e outras medidas de
saude publica, considerou-se relativamente pequeno
o numero de estudos sobre o tema, quando
comparado a freqléncia de trabalhos a respeito dos
efeitos do metal em trabalhadores expostos.

Talvez esse fato possa ser explicado pelas
dificuldades encontradas na realizacéo de pesquisas
com amostras populacionais como a necessidade
de estratificacao da amostragem, heterogeneidade
das condi¢cOes de vida das populagdes urbanas,
utilizagcdo de critérios rigorosos de exclusao,
obtencao de sujeitos considerados "saudaveis",
critérios bioéticos para a colheita de amostras

biologicas, disponibilidade de voluntarios, entre
outras variaveis.

Aadocgao de valores de referéncia de normalidade
e IBMP para agentes quimicos pela legisiacao
brasileira com base em dados internacionais
(Cordeiro & Lima-Filho, 1995), também dificulta o
estabelecimento de parametros adequados a
realidade brasileira necessarios a monitorizacao dos
habitantes de areas urbanas sujeitas a poluentes
ambientais e residuos industriais.

Conforme sugeriram Araujo ef al. (1999), ha
necessidade de revisao da legislagao brasileira que
regulamenta a Patologia Clinica Ocupacional e das
normas do Programa de Controle Médico de Saude
Ocupacional do Ministério do Trabalho. Isto implica
na implementacao de medidas para avaliagdo de
trabalhadores que utilizam metais pesados, entre
eles o chumbo, mas também na padronizagao do
uso de bioindicadores para a monitorizacao das
populacdes expostas excessivamente a riscos
quimicos, fisicos, bioldgicos e psicossociais.
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ABSTRACT: The contamination of soil, water, air and food by heavy metals, due to industrial processes,
has affected not only workers but also the population in general. The determination of the activity of the -
aminolevulinic dehydratase acid (ALA-D) is the most sensitive biological indicator of the subcritic effect to
lead. The purpose of this study was to assess the activity of ALA-D in a sample of an urban population in
the Municipality of Londrina, Parana. The population under study comprehended 87 subjects (52 women
and 35 men), selected from na original sample of 120 volunteers and according to criteria of exclusion
previously determined. The criteria excluded those individuals who are occupationally exposed to lead,
with altered clinical and laboratory examinatios, obese, with hypertension, diabetes and smoking habits,
and who lived close to areas where the metal is used. The reference values obtained for ALA-D activity
were 21,33-59,90 U/L, with no significant differences between the values for female and male populations.
These results were similar to those reported in other studies, which also used populational samples and the
same analytical methodology. The standardization for the use of bio-indicators for monitoring populations
exposed to environmental pollutants is one of the most useful measures for the early diagnosis and prevention

of intoxication by lead in urban areas.

KEY WORDS: 6-aminolevulinic dehydratase acid; environmental monitoring, lead; toxicology
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