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ResumMo

Gongalves, S.C.D. Incorporacdao de chumbo pés - eruptiva em esmalte de dentes
deciduos e sua correlacdo com saliva e plasma - Estudo longitudinal (Tese).
Ribeirdo Preto: FORP — Univ. de Sao Paulo, 2012.

A exposicao ambiental ao chumbo € uma das questdes mais sérias de contaminagao
de populacdes do ponto de vista de salde publica. Mesmo em pequenas
quantidades, o chumbo causa mudancas bioquimicas e neuroldgicas, convulsoes e
hiperatividade. No Brasil, nao existe programa nacional para deteccao de criangas
contaminadas por este metal, as quais sdo mais sensiveis aos efeitos deletérios
resultantes da exposigao crbnica a baixas concentracdes de chumbo. A maioria dos
trabalhos que comprovaram a associacao entre exposicao ambiental a chumbo no
passado e problemas no desenvolvimento neuroldgico utilizou dentina de dentes
deciduos como tecido marcador de exposicao. Trabalhos do nosso grupo indicam que
o esmalte superficial de dentes deciduos seria um bom marcador cumulativo da
exposicao passada ao chumbo, sendo que esse tecido apresenta consideraveis
vantagens do ponto de vista de acesso e desenvolvimento de testes para
monitoramento ambiental. Uma questao importante é verificar se as concentracoes
de chumbo encontradas no esmalte superficial deciduo variam ao longo do tempo
em criancas de baixa exposicdo. Outra questdo importante é verificar se ha
correlagdes entre as concentragdes de chumbo no esmalte superficial e aquelas dos
principais fluidos corporais a partir dos quais o chumbo seria acumulado no esmalte,
que sao sangue total, plasma e saliva. Assim, o objetivo deste trabalho foi verificar in
vivo, por meio de testes em esmalte em dentes deciduos, se o chumbo acumulado
nos primeiros micrometros do esmalte aumenta ao longo de trés anos e se as
concentracdbes de chumbo encontradas no esmalte apresentam correlagao com
aquelas encontradas no sangue total, plasma e saliva. A amostra inicial foi
constituida por 50 criancas com idade de 2 a 3 anos procedentes de Ribeirdo Preto
que estavam recebendo atendimento odontoldgico na Clinica Infantil da Faculdade
de Odontologia de Ribeirao Preto — USP e alunos da Creche Carochinha (USP-
Ribeirdao Preto). Obtiveram-se as seguintes amostras: primeira etapa (2009): 01
amostra de sangue total e 01 amostra de esmalte de um incisivo central superior;
segunda etapa (2010): 01 amostra de sangue total, 01 amostra de plasma
sanguineo, 01 amostra de saliva e 01 amostra de esmalte do dente contralateral.
terceira etapa (2011): 01 amostra de sangue total, 01 amostra de plasma sanguineo,
01 amostra de saliva e 02 amostras de amostra de esmalte dos incisivos laterais. O
fésforo foi determinado colorimetricamente, para calcular a profundidade dos testes
de esmalte. As concentracoes de chumbo no plasma, saliva e esmalte dental foram
determinadas por espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICPMS) e no sangue total, por espectrometria de absorcdo atdmica com forno de
grafite. Muitas criangas ou seus responsaveis ndo permitiram a coleta de sangue em
algum dos periodos, e assim ao longo dos 3 anos tivemos participacao efetiva de 20
criangas. Em 2009, a concentracao de chumbo no sangue total variou de 0,2 pg/dL a
7,48 ug/dL e teve como a mediana 0,26 pg/dL. Apenas uma crianga apresentou nivel
de chumbo no sangue > 5 pg/dL. Em 2010, a concentragao de chumbo no sangue
total
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variou de 0.2 pg/dL a 3,8 pg/dL e teve como a mediana 0,32 pg/dL. Em 2011, a
concentracao de chumbo no sangue variou de 1,15 pg/dL a 3,55 pg/dL e teve como
mediana 0,95 pg/dL. Os dados de chumbo no sangue nao apresentam diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos ao longo dos anos (p>0.05). Em 2010,
valores de chumbo no plasma variaram de 0,29 — 3,20 ug/L e a mediana foi 0,49.
Em 2011, variaram de 0,38 — 1,60 pg/L com mediana 0,52 pg/L. A concentracao de
chumbo na saliva em 2010 variou de 0,02 — 3,00 pg/L, com mediana de 0,34 pg/L.
Em 2011, esses valores variaram de 0,02 — 4,27 pg/L e a mediana foi de 0,19 pg/L.
Para as concentracdes de chumbo no plasma e na saliva, ndao houve diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos (Saliva 2010 x Saliva 2011; Plasma
2010 x Plasma 2011) (teste de Mann Whitney; p>0.05). No caso dos dados obtidos
no esmalte dentario, os valores de chumbo foram recalculados para uma mesma
profundidade, que foi de 3,4 pm. Nenhum dos grupos (Esmalte 2009, Esmalte 2010
e Esmalte 2011) teve distribuicdao normal, e nao houve diferenca entre nas
concentragdes de chumbo encontradas ao longo dos anos, com medianas de 36, 35
e 38 pg/g em 2009, 2010 e 2011, respectivamente (p=0,71, teste de Kruskal-Wallis).
A analise de correlacao foi feita apos a transformacao logaritmica (logio) de todos os
valores. Mesmo apds esta transformacdo, dois grupos ainda ndo apresentaram
distribuicao normal, o grupo Plasma 2011 e Esmalte 2010. As associagdes que
envolviam estes grupos foram testadas utilizando-se a correlacao de Spearman,
enquanto todas as demais associagoes foram testadas utilizando-se o teste de
correlagao de Pearson. As correlagbes significativas positivas encontradas foram:
entre Sangue Total 2009 e Sangue Total 2010 (rP = 0,64; p = 0,002) ; Sangue Total
2010 e Sangue Total 2011 (rP = 0,66; p = 0,002); Esmalte 2011 e Sangue Total
2009 (rP= 0,44; p=0,05) e entre Esmalte 2009 e Esmalte 2010 (rS = 0,45 e
p=0,03). Houve uma associagao inversa entre a Saliva 2010 e Esmalte 2011 (rP = -
0,55; p=0,013). Conclusao: Os valores de chumbo obtidos em todas as amostras ao
longo de 3 anos caracterizam baixa exposicao a chumbo no grupo estudado. As
concentragdes de chumbo no sangue, saliva, plasma e esmalte nao variaram ao
longo do tempo. Das 28 associacOes testadas, foram estatisticamente significantes e
positivas aquelas entre o Sangue Total 2009 e o Esmalte 2011 e entre o Esmalte
2009 e Esmalte 2010. A associacao entre Saliva 2010 e Esmalte 2011 foi inversa. Os
resultados sugerem que o esmalte tenha associacao com a exposicao de chumbo
passada, neste estudo caracterizado pelos valores de chumbo no sangue total. Os
resultados sugerem que o esmalte possa ser um biomarcador fidedigno para avaliar
0 grau de exposicao a chumbo em populagdes com baixa exposicao a este metal,
uma vez que o esmalte superficial de dentes deciduos nao incorporou chumbo em
quantidades significativas entre 2 e 5 anos de idade em criangas com baixa
exposicao e baixa atividade de carie.

PALAVRAS - CHAVE: contaminagdo por chumbo; esmalte dental; dentes deciduos,
saliva humana, plasma sanguineo



ABSTRACT

Gongalves, S.C.D. Post eruptive lead incorporation into the enamel of primary teeth
and its correlation with saliva and plasma - a longitudinal study. Ribeirao Preto:
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo; 2012.

Environmental exposure to lead is one of the most serious contamination problems
that affect public health. Even in small amounts, lead can cause neurological and
biochemical changes, such as mental problems and hyperactivity. In Brazil, there is
no program for the detection of children contaminated by this metal. Children are
more sensitive to the deleterious effects of chronic lead exposure. Studies that
proved association between environmental exposure to lead and neurological
developmental problems used dentine of primary teeth as a marker of lead exposure.
Studies by our group suggest that superficial enamel of deciduous teeth would be a
good cumulative marker of past exposure to lead, and this tissue has considerable
advantages regarding access and the perspective of development of tests for
environmental monitoring of children. An important question is whether the
concentrations of lead found in deciduous enamel surface vary over time in children
with low exposure and if there are correlations between the concentrations of lead in
the enamel surface and those of the main body fluids from which the lead was
accumulated in the enamel, which are whole blood, plasma and saliva. The aims of
this study was to investigate /n vivo, by testing lead concentration in deciduous
enamel of primary teeth, if the lead accumulated in the first micrometers of enamel
increases along three years and if the concentrations of lead found in enamel surface
were correlated with those found in whole blood, plasma and saliva. The initial
sample consisted of 50 children aged 2 to 3 years from Ribeirdao Preto, who were
receiving dental care at Children's Clinic of the Faculty of Dentistry of Ribeirao Preto -
USP and students of Nursery Carochinha (USP-Ribeirao Preto). The following samples
were obtained: first stage (2009): 01 sample of whole blood and 01 sample of
enamel of a central upper incisor, second stage (2010): 01 sample of whole blood,
01 sample of blood plasma, 01 sample of saliva and 01 sample of enamel from the
contralateral tooth; third stage (2011): 01 sample of whole blood, 01 sample of
blood plasma, 01 sample of saliva and 02 enamel samples of lateral upper incisors.
Phosphorus was determined by a colorimetric method, in order to calculate the depth
of enamel tests. Lead concentrations in plasma, saliva and enamel were determined
by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICPMS) and whole blood by
atomic absorption spectrometer with graphite furnace. Many children or their
guardians did not allow the collection of blood in any of the periods, and thus, over
the three years, we had the enrollment of only 20 children. In 2009, the
concentration of lead in whole blood varied from 0.2 pg / dL to 7.48 ug /dL and the
median was 0.26 ug/dL. Only one child had a blood lead level > 5 ug/ dL. In 2010,
the concentration of lead in whole blood ranged from 0.2 pg/dL to 3.8 pg/dL and the
median was 0.32 ug/dL. In 2011, the concentration of lead in blood ranged from
1.15 pg/dL to 3.55 pg/dL and the median was 0.95 pg/dL. The blood lead data do
not show statistically significant differences over the years (p> 0.05). In 2010, values
of lead in plasma ranged from 0.29 to 3.20 pg/L and the median was
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0.49 ug/L. In 2011, lead levels in plasma ranged from 0.38 to 1.60 ug/L with median
0.52 pg/L. The lead concentration in Saliva 2010 ranged from 0.02 to 3.00 ug/L,
median 0.34 ug/L. In 2011, these values ranged from 0.02 to 4.27 ug/L and the
median was 0.19 pg/L. For lead concentrations in plasma and saliva, there were no
statistically significant differences between groups (Saliva 2010 x Saliva 2011;
Plasma 2010 x Plasma 2011)(Mann-Whitney test, p> 0.05). To analyze enamel
samples, the values of lead were recalculated so they would reflect the lead found in
one same depth, which was 3.4 micrometers. None of the groups (enamel from
2009, enamel from 2010 and enamel from 2011) presented normal distribution.
There was no statistically significant difference between these three groups (p=0.71,
Kruskal-Wallis). A correlation analysis was performed after logarithmic transformation
(log 10) of all values. Even after this transformation, two groups still did not exhibit
normal distribution, which were Plasma 2011 & Enamel 2010. The associations that
involved these two groups were tested using the Spearman correlation test, while all
other associations were tested using the Pearson correlation test. The significant
positive correlations found were: Whole Blood 2009 and Whole Blood 2010 (rP =
0,64; p = 0,002) ; Whole Blood 2010 and Whole Blood 2011 (rP = 0,66; p = 0,002);
between Enamel 2011 and Whole Blood 2009 (rP= 0.44, p = 0.05) and between
Enamel 2009 and Enamel 2010 (rS= 0.45, p= 0.03). There was an inverse
association between Saliva 2010 and Enamel 2011 (rP= - 0,55; p = 0,013).
Conclusion: The lead values obtained in all samples over three years characterized
low exposure to lead by the group studied. Lead concentrations in blood, saliva,
plasma and enamel did not vary over time. Of the 28 associations tested, the ones
between Whole Blood 2009 and 2011 and between Enamel 2009 and 2010 were
positive and significant. The association between Saliva 2010 and Enamel 2011 was
negative and significant. The results suggest that the lead found in the enamel is
correlated with past exposure to lead characterized in this study by the yearly whole
blood lead data. The results further suggest that the dental enamel can be a reliable
marker to assess the degree of exposure to lead of populations, since the primary
teeth "s enamel surface did not incorporate lead in substantial quantities between 2
and 5 years in children with low exposure to this metal and low caries activity.

KEY - WORDS: lead poisoning; enamel, deciduous teeth, human saliva, blood
plasma
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Introducgao

O chumbo (Pb), elemento quimico pertencente ao grupo 14 ou IVA da classificacao
periddica , tem o nimero atdmico mais elevado entre todos os elementos estaveis (Z=82).
Por causa das suas caracteristicas atomicas, inclui-se no grupo dos metais toxicos. Apresenta
baixo ponto de fusao e alta maleabilidade e devido a estas propriedades, tem sido utilizado
desde a antiguidade. Porém, apesar de sua ampla utilizagdo, o chumbo é nocivo a saude
humana, sendo também mutagénico e carcinogénico e sua toxicidade é atribuida,
principalmente a sua afinidade quimica com o célcio (Needleman, 2004; Grant, 2009).

A exposicao ao chumbo ocorre por meio de agua e alimentos contaminados e
atividades industriais como mineracao e processamento de chumbo. Fabricas de reciclagem
de baterias, ceramicas e tintas também sdo focos de contaminacdo de metais pesados
(Warren, 2000). No Brasil a industria produtora de chumbo produz cerca de 0,003% da
producdo mundial, sendo que nos ultimos anos, esse quadro tem sofrido um declinio
significante. Atualmente, os principais consumidores de chumbo no pais sdo os fabricantes
de baterias (80%), seguido por indUstrias que utilizam &xidos e pigmentos (12%) e setores
elétricos e eletronicos (8%) (Paoliello e De Capitani, 2007).

A contaminacdo pelo chumbo se da pelas vias aéreas superiores, no caso de poluicdo
do ar, ou por ingestao e absorcdo pelo trato gastrointestinal, no caso de contato com o
metal, que, em geral, é levado a boca por meio das maos contaminadas (Calabrese et al.,
1997). Em humanos, a absorcdo de chumbo pelos pulmdes é rapida e completa-se dentro de
vinte e quatro horas. A absorcao de chumbo pelo sistema respiratério depende do tamanho
da particula inalada. Particulas geralmente menores que 2,5 um de didmetro depositam-se
com maior facilidade nos alvéolos pulmonares. Em condicOes sistémicas alteradas, como em
casos de alteracdes de ferro, calcio e zinco, a absorcao é aumentada (Grant, 2009).

Apds sua absorcao, o chumbo passa a ser distribuido por todo o organismo pela
corrente sanguinea. A maior parte dele, cerca de 95%, se liga aos eritrocitos e pode se
depositar nos tecidos moles ou duros, ou ainda ser excretado (Rabinowitz, 1991). O
restante, cerca de 5%, permanece no plasma, no qual se liga a albumina e alfa-albumina,
difundindo-se para o tecido alvo, principalmente para o sistema nervoso (O'Flaherty, 1995).

O sistema nervoso central é o mais atingido pelos efeitos deletérios do chumbo
(Needleman, 2004).

As criancas sdo particularmente mais sensiveis a exposicao ao metal (Cleymaet et al.,
1991b). Quando ocorre absorcdo gastrointestinal, a porcentagem de absorcdo é diferente,

entre adultos e criancas. Enquanto os individuos adultos absorvem em torno de 10 a 15%, e
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armazenam cerca de 5% do que é absorvido, as criancas absorvem cerca de 41,5% e retém
38,1% (Ziegler et al,, 1978), interferindo em 6rgdos e sistemas ainda em desenvolvimento
(Needleman e Bellinger, 1991; Cicuttini et al, 1994; Wigg, 2001). Assim, para um mesmo
nivel de chumbo no sangue, os efeitos deletérios s3o mais severos em criancas, uma vez
que estas absorvem mais calcio que os adultos. Além disso, a fase oral, prépria de criancas
menores, aumenta o risco de contaminagao por chumbo (Jones et al., 2009).

Estudos anteriores mostravam que o desenvolvimento fisico e mental da crianca
poderia ser afetado por concentracdes de chumbo no sangue de 10 pg/dL, valor minimo
toleravel anteriormente (Bellinger et 4/, 1992; Lanphear et al,, 2000; Canfield et a/., 2003;
Chiodo et al.,, 2004; Surkan et al., 2007; Binns et al., 2007). Em 2006, um comité cientifico
de neurotoxicologia e psicofisiologia da Comissdao Internacional de Toxicologia de Metais
(ICOH) concluiu que os padroes de exposicao a chumbo estabelecido ha muitos anos atras
nao refletem os recentes avangos do conhecimento cientifico sobre os efeitos toxicos em
niveis de exposicao abaixo destes padrGes e necessitam de urgente reducdo (Landrigan et
al., 2007).

Recentemente, o CDC-ACCLP (Centers for Disease Control's Advisory Committee on
Childhood Lead Poisoning) aprovou uma resolugao que recomenda que o limite de acao seja
diminuido de 10 pg/dl para 5 pg/dl (CDC, 2012). Embora esta resolucdo nao tenha entrado
ainda em vigor, uma vez que foi publicada em 04/01/2012, hd uma grande expectativa na
comunidade que estuda este assunto de que esta resolugao seja aceita e implementada pelo
CDC, de modo que havera uma protecao mais efetiva a um grande nimero de criangas que
hoje sao expostas a chumbo e apresentam valores de chumbo no sangue inferiores a 10
Hg/dL.

A recomendacao anterior feita aos pediatras americanos pelo Comité Assessor para
Controle da Exposicao a Chumbo do Center for Disease Control and Prevention dos EUA
(CDC-ACCLPP) ja indicava que o limite minimo toleravel de exposicdo a chumbo em criangas
pequenas nao era mais aceitavel cientificamente, visto que a revisao critica dos trabalhos
recentes mostrava relacdao inversa entre concentracao de chumbo no sangue total e
desempenho em testes neuropsicoldgicos, mesmo em trabalhos em que as concentracdes de
chumbo no sangue total eram menores do que 10 pg/dL (Binns et al., 2007).

Segundo Canfield et a/,, 2003, pode-se encontrar déficit de aprendizado em criancas
de trés e cinco anos de idade e associagdes com QI abaixo da média em concentracles de
chumbo no sangue abaixo de 10 pg/dL.

Por esse motivo a partir de 2007 a recomendacao desse Comité assessor do CDC ja

era de que, mesmo quando as concentracoes de chumbo no sangue total de uma crianga
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estivessem entre 6 e 10 pg/dL, os pediatras fizessem uma entrevista mais especifica para
buscar possiveis fontes de chumbo e deveriam alertar os pais para a necessidade de diminuir
0 risco de exposicao da crianca.

No Brasil nao ha programas para detecgao de criancas contaminadas por este metal.
Além disso, ha poucos dados sobre exposicao ao chumbo €, os que existem, resultam de
coletas esporadicas e amostras relativamente pequenas de individuos.

Em alguns estudos foi demonstrado que, também no Brasil, as criangas estdo
expostas a niveis mais altos de chumbo em alguns ambientes, particularmente em regioes
industrializadas de cidades (Gomes et al., 2004, Costa de Almeida et al., 2007). Esses dados
indicam a necessidade de se buscar formas de implementar, no Brasil, medidas de
verificacdo da contaminagao por chumbo em criangas, pelo menos em algumas regides, por
exemplo, em grandes centros urbanos e areas industrializadas de cidades.

Muitos trabalhos que correlacionam contaminacao por chumbo e seus efeitos tdxicos
utilizam sangue total como biomarcador pela sua acuracia e precisdo analitica. Porém a
utilizacao exclusiva do sangue total para medir chumbo tem sido criticada devido a suas
limitacbes. O chumbo no sangue total representa apenas uma pequena fragdo do chumbo
acumulado, além disso, maior parte do chumbo no sangue total reflete a exposicdo recente
ao chumbo. Assim, outros biomarcadores como saliva, plasma sanguineo e esmalte tem sido
propostos para detectar grau de exposicao e acimulo no organismo (Gerlach et a/., 2009).

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

O desenvolvimento e uso de um instrumento analitico mais sensivel, especialmente
ICP-MS (espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado), tem resultado em
determinagdes de chumbo no plasma com limites de deteccao muito menores e resultados
mais confidveis. Dados recentes, baseados na metodologia com ICP-MS, mostraram niveis de
chumbo no plasma menores que 1,0 ug/L em individuos ndo expostos (Schutz et a/., 1996).

No caso deste trabalho, a analise do chumbo no plasma é particularmente relevante
porque provavelmente € a fragdo de chumbo no plasma aquela que estd em contato com o
esmalte dos dentes ao longo da fase de mineralizagao destes (ainda dentro das criptas

0sseas), e também aquela a partir da qual a saliva é formada nas glandulas salivares. Assim,
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os dados de chumbo no plasma permitem correlagdes importantes entre chumbo no esmalte
e no plasma.

Além do plasma a saliva também tem sido proposta como um biomarcador promissor.
Sua principal vantagem é facilidade de coleta (Silbergeld, 1993). No entanto, a saliva
apresenta grande variacao na sua concentragdo de ions ao longo do dia, mudangas de seu
fluxo antes, durante e apds as refeicoes, entre outras variagdes que dependem da maneira
como a saliva é coletada, se estimulada (ou ndo) e o nivel nutricional e hormonal de cada
individuo (Barbosa et al, 2005). Apesar das associacOes relatadas na literatura, a
concentracdo de chumbo na saliva varia muito entre estudos. Dados recentes sugerem niveis
de chumbo muito baixos na saliva, em sujeitos expostos e ndo expostos. De acordo com
Wilhelm et al. (2002) a concentragdo de chumbo na saliva de criancas ndo expostas é
geralmente < 1,5 pg/dL. Falta de padronizacao ou material de referéncia certificado e
auséncia de valores de referéncia confidveis para a populacao humana sdo os fatores que
limitam a utilizagdo das medidas de chumbo na saliva.

Recentemente, foram analisadas as concentracdes de chumbo na saliva em 125
criancas de Ribeirdo Preto e 19 criancas de Bauru por ICPMS. Verificou-se que a média de
chumbo na saliva foi estatisticamente diferente entre a populagdo de Ribeirdao Preto (1.64
ug/L) e a populacdo de Bauru (5.85 pg/dL), indicando que a saliva é provavelmente um bom
marcador da exposicao recente ao chumbo (Costa de Almeida et a/,, 2009). Este trabalho foi
realizado em criancas de 4 a 6 anos de idade. Ficou demonstrada também a auséncia de
correlacao entre chumbo no esmalte superficial e a saliva, sendo esta mais uma indicagao de
qgue o esmalte parece ser um indicador cumulativo de exposicao passada, enquanto a saliva
parece ser um marcador de exposigao recente. Mesmo com a amostra pequena, neste
trabalho foi verificada uma correlacao positiva (r = 0.76 e p = 0.04) entre chumbo na saliva
e chumbo no sangue.

Alguns autores também consideram o esmalte dentario promissor para se detectar
contaminagOes precoces pelo chumbo (Ericson 2001; Gomes et al., 2004; Rinderknecht et al.
2005; Costa de Almeida et al.,, 2007; Costa de Almeida et al., 2008), considerando que as
amostras de esmalte superficial sao facilmente coletadas por meio de testes.

O teste de esmalte é um procedimento de ataque acido, que utiliza solucao de HCl a
1,6 mol.L'* em glicerol 70% (v/v). Quando a solucdo é preparada apropriadamente, (com
reagentes ultrapuros) e o procedimento é realizado cuidadosamente, esta técnica permite a
obtencdo de amostras nao contaminadas da superficie do esmalte em volume adequado
para a determinagao de fdsforo, calcio e chumbo. O procedimento leva apenas 20 segundos

e pode ser feito in vivo, sem a necessidade de coleta e seccdo dos dentes deciduos.
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A primeira descricdo do teste em esmalte para determinar chumbo foi feita em 1956,
por Brudevold et al, para dentes permanentes extraidos. Esse teste era originalmente
chamado de bidpsia de esmalte, sendo um procedimento de ataque acido superficial, no qual
se utiliza HCl a 1,6 N em glicerol a 70%. Alguns estudos que a utilizaram em dentes
permanentes extraidos (Brudevold et a/. 1975) sugeriram uma relacdo entre o chumbo na
superficie do esmalte e os niveis de chumbo ambiental. Esta técnica foi posteriormente
adaptada para a utilizacao /n vivo para se obter dados de chumbo na superficie do esmalte
em dentes permanentes (Cleymaet ef a/. 1991a, 1991b, 1991c, 1991d, 1991e).

Esse procedimento foi adaptado para obter amostras de esmalte de dentes deciduos
(Gomes et al., 2004) e com isso, permitir a coleta de dados de exposicao ao chumbo em
populacOes de criancas de 4 a 6 anos, com o objetivo do monitoramento de populagdes. A
técnica do teste em esmalte possibilita a determinacao da quantidade de chumbo na regido
do esmalte onde o chumbo se encontra nas maiores quantidades (Arora et al., 2006), uma
vez que a profundidade média alcancada pela bidpsia foi de 3,8 um, evidenciando seu
carater superficial. Tal metodologia, além de pouco invasiva, indolor e de facil execugao,
mostra-se adequada para estudos epidemioldgicos que freqlientemente utilizam grandes
amostras populacionais (Costa de Almeida et a/., 2007).

Uma limitacdo da técnica do teste de esmalte, até recentemente, era apenas poderem
ser comparados resultados de concentracbes de chumbo obtidos em profundidades
parecidas (Gomes et al., 2004). Isso porque o chumbo se acumula na superficie do esmalte
(onde é encontrado em centenas a milhares de pg/g) (Brudevold et al., 1956) e decresce
rapidamente em direcao a parte mais interna, onde é descrita sua concentracao em torno de
1 pg/g (de Souza Guerra et al., 2009).

Também, em trés estudos prévios do nosso grupo foi demonstrado que o chumbo se
acumula na camada superficial do esmalte de dentes deciduos de acordo com sua presenca
no ambiente (Gomes et al, 2004; Costa de Almeida et al, 2007, Costa de Almeida et al,
2008). Nestes trabalhos foi demonstrado que é muito importante determinar chumbo na
camada mais superficial do esmalte, especialmente entre 3,18 e 5,9 um, na qual se verificou
a presenca de um plateau de acimulo de chumbo (Costa de Almeida et a/, 2008). Essa
descoberta poderia abrir a perspectiva de utilizar este acimulo diferencial de chumbo na
superficie do esmalte para aferir a exposicdo cumulativa de criangas, o que nao é possivel
ainda por nenhum método, uma vez que as medidas de chumbo em osso ainda ndo podem
ser amplamente utilizadas. Mesmo quando dentina e osso sao utilizados (que sao os
marcadores mais amplamente utilizados da exposicao cumulativa passada), ndo ha limites

minimos aceitaveis conhecidos.
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Uma das maiores controvérsias a respeito dos niveis de chumbo na superficie do
esmalte dental é se o acimulo de chumbo no esmalte reflete somente a exposicdo da matriz
de esmalte ao plasma durante o estagio de maturacdo da amelogénese, e a quantidade de
chumbo disponivel no plasma, ou também a exposicdo do esmalte superficial a saliva, e ao
chumbo presente na saliva, no periodo de 1 a 6 anos de idade. Ou seja, ainda ndo se sabe
se o metal acumulado nos primeiros micrometros do esmalte é incorporado apds a erupgao
(pos-eruptivamente) a partir da saliva, ou apenas na fase pré-eruptiva, durante o periodo da
mineralizacdo do esmalte dentro das criptas 6sseas. Um trabalho recente mostrou que
mesmo quando ndo é possivel medir chumbo nos ameloblastos, este metal ja pode ser
detectado em maiores quantidades no esmalte em formacdo, ainda na fase secretéria da
amelogénese (Arora et al., 2007). Pelos dados dos trabalhos descritos no paragrafo anterior,
fica claro que ha cerca de 300 pg/g de esmalte na superficie de dentes deciduos (incisivos)
de criancas ndo expostas a quantidades excessivas de chumbo, enquanto ha mais do que
600 pg/g em criancas de regides contaminadas por chumbo. Importante que essas criancas
sempre moraram nas respectivas regioes.

Em um trabalho anterior (Costa de Almeida et al., 2007), foi demonstrado que esmalte
de dentes deciduos de criancas residentes em regides contaminadas apresenta cerca de 4
vezes mais chumbo do que o esmalte de criangas residentes em cidades sem uma fonte de
contaminacao conhecida, o que sugere que este tecido € um bom marcador da
contaminacao ambiental. Posteriormente, Costa de Almeida et a/, 2008 demonstrou que o
esmalte deciduo pode ser usado para identificar criancas e ambientes expostos a niveis mais
elevados de chumbo.

Essas evidéncias sugerem fortemente que o chumbo na superficie do esmalte se
acumula durante o longo processo de maturagao deste tecido, que leva meses nos dentes
deciduos e anos nos permanentes (Smith et a/., 1998).

Entretanto, ha ainda muitas controvérsias sobre o assunto. O Unico estudo feito aponta
para um incremento na quantidade de chumbo na superficie do esmalte quando diferentes
grupos de criangas (um grupo de 8 anos de idade e outro de 11 anos) sao comparados,
tendo o grupo de criangas mais velhas apresentado maior quantidade de chumbo (Cleymaet
et al, 1991b). Entretanto, como ndo foram as mesmas criangas avaliadas, esses resultados
nao sao de forma alguma conclusivos.

Pelo exposto, € fundamental verificar se o chumbo acumulado no esmalte superficial
aumenta ao longo do tempo. Uma forma mais confidvel de determinar isso é verificar /in vivo,
por meio de testes em esmalte, se a quantidade de chumbo acumulada nos primeiros

micrometros do esmalte se modifica ao longo dos anos apds o irrompimento de um dente,
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em dentes deciduos de pacientes em que fatores como dieta e carie sao também
observados. Além disso, num estudo como esse é possivel verificar como a concentracao de
chumbo no esmalte se correlaciona com a concentracao deste no plasma e a saliva ao longo
de alguns anos, sendo fundamental para que se possa utilizar amplamente o teste de
esmalte para determinar a exposicao a chumbo.

Muitos estudos mais consistentes sobre o efeito do chumbo no desenvolvimento
neuropsicoldgico das criancas somente serao possiveis com um marcador como o esmalte,
uma vez que o principal problema da maioria dos trabalhos é ndo utilizar um marcador da
exposicao cumulativa no passado (a maioria dos estudos utiliza sangue total e ndo osso ou

dentina).



PROPOSICAO
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PROPOSICAO

O objetivo deste estudo é verificar in vivo, por meio de testes em esmalte, se
o chumbo acumulado nos primeiros micrometros do esmalte aumentam ao longo de
trés anos e se, no mesmo individuo, as concentracbes de chumbo no esmalte se

correlacionam com as concentragoes de chumbo encontradas no plasma e na saliva.



MATERIAL E METODO
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MATERIAL E METODO

O presente estudo foi inicialmente submetido a apreciacao pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sdo Paulo, processo numero 2007.1.661.58.7, recebendo parecer favoravel e as
criancas puderam participar do estudo apenas mediante de concordancia dos pais ou

responsaveis por meio de consentimento livre e esclarecido (Anexo A).

AMOSTRA E LOCAL DA PESQUISA

A amostra inicial constituiu de cinqlienta criangas com idade de 2 a 3 anos
procedentes de Ribeirao Preto que estavam recebendo atendimento odontoldgico na
Clinica de Bebés da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP e alunos da
Creche Carochinha (USP-Ribeirao Preto).

Caracterizando um estudo longitudinal, obtiveram-se as seguintes amostras nas
idades indicadas abaixo:

PRIMEIRA ETAPA (inicio): 01 amostra de sangue total e 01 amostra de esmalte de um

incisivo central superior.

SEGUNDA ETAPA (12 meses apds): 01 amostra de sangue total, 01 amostra de plasma

sanguineo, 01 amostra de saliva e 01 amostra de esmalte do dente contralateral.

Terceira etapa (24 meses apds): 01 amostra de sangue total, 01 amostra de plasma

sanguineo, 01 amostra de saliva e 02 amostras de amostra de esmalte dos incisivos
laterais.

O critério de inclusdo foi a presenca de incisivos centrais e laterais superiores
deciduos higidos.

O atendimento para o exame bucal geral e instrucdes de higiene bucal estava
sendo realizados na Clinica de bebés da FORP/USP, onde também foram realizados

os testes de esmalte, a coleta de saliva do assoalho bucal e as coletas de sangue.
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MATERIAL

Todos os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza analitica. Os tubos
para centrifuga (tipo eppendorf - Axygen Scientific, Inc., Union City, USA), ponteiras,
pipetas de Pasteur foram previamente deixados em solucdo de acido nitrico 10%
durante 24 horas. Em seguida, esse material recebeu 5 banhos com agua MILI-Q e
foi seco em capela de fluxo laminar classe 100. Todo esse procedimento foi realizado
dentro de uma sala branca classe 10000. Tal limpeza tinha o objetivo de

descontaminagao do material para o chumbo.

Coleta das Amostras

SANGUE TOTAL E PLASMA

As amostras de sangue foram coletadas por profissional habilitado e
treinado para o trabalho com bebés e criancas menores que trés anos.

Antes da coleta de sangue, a pele de cada individuo foi limpa com uma
solucdo de alcool 70%. Foram coletados aproximadamente 4 mL de sangue venoso
de cada crianca, e essa quantidade foi distribuida em diferentes tubos para coleta a
vacuo:

- 1 mL em tubo Vacutainer® (trace metals free, BD) com EDTA para a dosagem de
chumbo no sangue total;

- 3 mL em tubo Vacutainer® (trace metals free, BD) sem qualquer anticoagulante
para a dosagem de chumbo no soro;

As amostras de sangue colocadas no tubo sem anticoagulante foram
imediatamente centrifugadas (800xg durante 6 minutos a temperatura ambiente)
com o intuito de separar o soro do sangue total e, assim, evitar a transferéncia do
chumbo dos eritrécitos. A fracdo de soro foi pipetada em eppendorf (2 mL) e
imediatamente congelada a -20°C até sua analise. Schutz et a/. (1996) sugeriram
que a utilizacdo do EDTA como anticoagulante pode causar falsos resultados
elevados de chumbo no soro, devido a extracdo do chumbo dos eritrdcitos.

As amostras de soro foram examinadas a olho nu, para verificacdo da

hemolise e foram divididas em 3 grupos: nenhuma, ligeira (sem qualquer coloracao
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vermelha dbvia) ou com dbvia contaminacao pelos eritrécitos. As amostras com
ligeira coloracao avermelhada foram mantidas no estudo.

As medidas de chumbo no sangue total foram realizadas conforme os parametros de
tempo e temperatura para determinagcao de chumbo no sangue listados na Tabela 1.
Em todas as medidas foi adicionado o modificador quimico de 5 pug de Pd e 3 ug de
Mg(NOs),. Foi utilizado o espectrometro de absorcdo atdbmica AAnalyst 600
(PerkinElmer, Norwalk, EUA), com amostrador automatico AS-800 (PerkinElmer) para
introducao das solugdes, e um atomizador em tubo de grafite pirolitico aquecido
transversalmente, com corretor de fundo por efeito Zeeman longitudinal. Uma
lampada de descarga sem eletrodo EDL System 2 (PerkinElmer) de chumbo foi
utilizada como fonte de radiacao para a determinagao deste elemento, operada com
corrente de 440 mA. A linha analitica utilizada para todas as determinagdes de Pb foi
em 283,3 nm, com largura (fenda) de banda espectral 0,7 nm. Os tubos de grafite
possuem plataformas integradas com recobrimento pirolitico (PerkinElmer Part N°. B3
000641). Como gas inerte de protecdo e purga, argonio com pureza de 99,999%
(White Martins, Sao Paulo, Brasil) foi utilizado.

Etapa Temperatura Tempo de Tempo de Fluxo de Ar
(°C) rampa (s) permanéncia (s) (mL min™)
Secagem 130 10 5 250
Secagem 200 05 5 250
Pirdlise 700 01 15 250
Atomizagao 1700 0 3 0
Limpeza 2400 1 2 250

Tabela 1. Programa de tempo-temperatura de ET AAS para a determinacdo de PB em sangue.
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Com os parametros utilizados no dia em que foram realizadas as medidas de sangue
total, calculou-se o limite de deteccao (LOD) e o limite de quantificacao (LOQ).

O LOD (Limit Of Detection) é a concentracao acima da qual pode-se afirmar
que ha o analito em questdo, porém ndo se pode afirmar que a concentragdo medida
corresponde a real.

O LOQ (Limit Of Quantification) é a concentracao acima da qual, pode-se
afirma que a concentragdao mensurada corresponde a concentracao real.

Para calcular estes valores, foram realizadas 10 medidas do branco e, dos
valores absolutos de sinal de absorbancia obtidos, tirou-se o desvio-padrao destas.
Por recomendacao da IUPAC, multiplicou-se este valor por 3 e entao dividiu-se pela
inclinacdo da reta de calibracdo obtida durante as analises. Para o LOQ foi realizado
o0 mesmo procedimento, porém multiplicou-se o valor por 10, ao invés de 3.
O desvio-padrao destes sinais foi 0,000425 e a reta da curva de calibragao feita
possuia uma inclinagao (slope) de 0,00216. O LOD calculado foi de 0,06 pg/dL e
o LOQ foi 0,196 pg /dLou ~ 0,2 pg/dL.

Para os valores das concentragdes de chumbo no sangue total (ug/dL) que

ficaram abaixo do LOD, utilizamos o LOQ.

SALIVA

A saliva total foi coletada com uma pipeta de Pasteur. Apds uma lavagem da boca da
crianga, aproximadamente 4 mL de saliva total ndo estimulada foram coletados em
tubo (eppendorf - Axygen Scientific, Inc., Union City, USA). Estes tubos foram
centrifugados (15.000g durante 5 minutos a temperatura ambiente) e o sobrenadante
recolhido e aliquotado em tubos eppendorfs (2 mL). Foram diluidos 120 pL de
amostra de saliva em 2 mL de agua milli Q para quantificacdo das concentracoes de
chumbo por espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICPMS).

O limite de deteccdao do método foi de 0,02 pg/L.
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ESMALTE

Foram realizadas 4 microbidpsias em esmalte dental de cada crianca, sendo
uma microbidpsia em incisivo central superior deciduo direito (dente 51) na primeira
etapa, uma microbidpsia no incisivo central superior deciduo esquerdo (dente 61) na
segunda etapa e 2 microbidpsias em incisivos laterais deciduos (dentes 52 e 62) na

terceira etapa.

TECNICA DO TESTE DE ESMALTE

Para a determinacao de chumbo nos dentes foram realizados testes no esmalte
in vivo em dentes deciduos, utilizando-se o método proposto por Brudevold et al.,
1975, modificado por Gomes et a/., 2004.

Os dentes foram submetidos a profilaxia profissional com escova Robinson
(Microdent®) em baixa rotacdo (Figura 1A), em seguida foram lavados com &gua
MILI Q e secos com jato de ar. Fez-se o isolamento relativo com roletes de algodao.

Em seguida, uma fita adesiva (fita magica, 810 Scotch® - 3M) com uma
perfuracao de diametro 2,01 mm (Figura 1B) foi firmemente aderida a porcao central
da superficie vestibular do dente, demarcando o local do teste de esmalte. Nesta
demarcacao foram depositados, com uma micropipeta automatica, 5 pl da solucao
de HCl a 1,6N em glicerol a 70% (v/v), e agitado suavemente com a ponta do
pipetador durante 20 segundos (Figura 1C). A solucao dos testes de esmalte foi
aspirada e transferida a um tubo de coleta (tubo tipo eppendorf) contendo 200ul de
agua ultra-pura (MILI Q) (Figura 1D), sendo aplicados em seguida, por 10 segundos,
5 ul de solugao de glicerol a 70% na demarcacao, os quais também eram aspirados e
adicionados a solucao presente no tubo de coleta.

Finalizando este procedimento, a fita adesiva era removida, o dente era lavado
com agua, seco e isolado novamente para receber aplicagao de flior neutro em gel.

O controle dos testes de esmalte foi obtido por meio de brancos e por testes de
esmalte controle na superficie da bancada ou sobre as tampas dos raques para
ponteira, a fim de verificar a contaminagao pelo chumbo no ambiente de trabalho

durante os procedimentos.
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Figura 1. A profilaxia profissional com escova Robinson; B fita adesiva (fita magica, 810
Scotch ® - 3M) com uma perfuracdo de didmetro 2,01 mm; C Teste de esmalte
(microbidpsia); D um tubo de coleta contendo 200ul de dgua ultrapura.
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ANALISES QUIMICAS

DETERMINACAO DO FOSFORO

A fim de determinar a espessura da camada de esmalte removida durante o
teste de esmalte, foi dosada a concentracao de fdsforo inorganico (P) no esmalte em
solugdo. As concentragdes de fosforo presentes nas amostras foram determinadas
pelo método colorimétrico de Fiske e Subbarow (1925), cujo principio é que o fosforo
dos fosfatos minerais é transformado em fosfomolibdato, o qual é em seguida
reduzido pelo acido alfa-amino-naftol sulfénico a um produto de cor azul, cuja
intensidade de coloracdo é proporcional ao teor de fésforo inorganico presente na
amostra. A determinacao das concentracdoes de fosforo foi realizada em triplicata.
Sendo assim, foram pipetados 30ul de amostra e acrescentou-se 220ul de agua
deionizada, 50ul de acido molibdico, agitou-se e apds 10 minutos adicionou-se 20l
de reativo redutor, agitou-se novamente e, apds 20 minutos, a intensidade de cor foi
medida em um leitor de Elisa com um comprimento de onda de 660nm. O aparelho
foi calibrado com amostras que apresentavam concentracdes conhecidas de fésforo,
que foram de: Oug/ml, 1ug/ml, 2ug/ml, 4ug/ml e 8ug/mil, utilizadas para a realizagao

da curva de calibragao.

PROFUNDIDADE DO TESTE DE ESMALTE

A concentracao de fosforo foi utilizada para o cdlculo da quantidade (g) de
esmalte removido. Com base em estudos prévios sabe-se que o esmalte humano é
formado de cristais de hidroxiapatita (Ca10 (PO4)6(OH)2 ). A hidroxiapatita, principal
constituinte do esmalte, contém 17,4% de P (Lazzari, 1976) e 37,1% de Ca
(Brudevold et al, 1956), em peso e 0 esmalte possui uma densidade de 2,95 g/mL
(Weidmann et al., 1967). A partir disso foi feito o calculo da quantidade de esmalte
removido e da profundidade da camada da microbidpsia.

A profundidade foi entdo calculada usando-se a formula do volume do cilindro -

figura geométrica que se assemelha a camada do esmalte removido.



Materizl e Método 33

A profundidade equivale, nesta figura, a altura do cilindro, e foi deduzida pela

expressao abaixo:

<
Il

B. h (1)

h=v/B (1"

d=m/v(2)

m/d (2"

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

B=n.r2(4)

Substituindo-se 4 em 3 encontra-se:
h=m/n.r2.d

Sendo:

\

v= volume do cilindro
B= drea da base do cilindro
h= altura do cilindro (profundidade da bidpsia)
d= densidade do esmalte (2,95g/mL)
m= massa do esmalte
r= raio da microbidpsia
n= 3,14
Os resultados da profundidade das microbidpsias de esmalte foram expressos

em pm.

ANALISE DE REGRESSAO LOG-LOG

Para comparar a concentragcao de chumbo em amostras de esmalte superficial foi
necessario definir uma equacao que permitisse calcular a concentragdao de
chumbo em uma mesma profundidade. Nesta equacdao o ponto “x” representa a
profundidade em pm o “y” representa a concentracao de chumbo em pg/g. Os
dados seguintes (Tabela 2) serdo utilizados para exemplificar os calculos

realizados.
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x (Profundidade em pm) y (Pb em pg/g)

1,55 633,6
4,05 355,19
7,83 216,23
10,41 124,9
14,16 14,59

Tabela 2. Profundidade da microbiopsia em ym X concentracdo de PB em pg/g.

Os dados foram computados e transformamos em logaritmo natural (Ln). Em
seguida, foi realizada a regressao linear. A regressao linear fornece o valor do
logaritmo natural (Ln) de a (intercept no eixo y, quando x = 0,0) e o B (slope).

A equagao é dada por:

Ln (y) = Ln (a) + B Ln (x)
Onde,y =ax?

A regressao linear nos da o valor de In (a). Para deduzirmos o valor de q,
calculamos In (@) = a. (Lé-se exponencial do logaritmo natural de a é igual ao
proprio a).

Ao realizar a regressao linear no Graph Prism 5 determinou-se os valores de B e Ln
(a)
B=-1, 3855

Ln (a) = 7, 5045
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Calculamos e In @ = g, onde e In "% = 1816, 1969
y = a x P, substituindo a por 1816, 1969 e B= - 1, 3855, temos Y = 1816,1969 . x -
1, 3855
Exemplificando, para saber qual a concentracao de chumbo numa profundidade de 6
Mm, basta substituir 6 em X, ou seja:
y= 1816, 1969. 6 3> = 1816, 1969. 0, 08353557 = 151, 71704
Neste caso, pode-se dizer que numa profundidade de 6 pm, a concentracao de
chumbo encontrada é de 151,71704 ug/g de chumbo.

Esta formula matematica permite fazer o calculo para ter a concentracao de
chumbo em uma mesma profundidade em todos os dentes analisados. Este calculo é
muito importante, uma vez que a concentracao de chumbo diminui na parte mais
interna do esmalte, de modo que teste de esmalte mais rasos tem mais chumbo
(Souza Guerra, 2010).

A foérmula foi descrita por Souza Guerra, 2010, porém foi desenvolvida pelo
Prof. Dr. Rafael Andrés Rosales Mitrowsky do Departamento de Computacao e
Matematica, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, USP.
Inicialmente os dados de concentragao de chumbo na superficie do esmalte de
diferentes cidades (Ribeirao Preto, SP; Santo Amaro, BA; Cubatdo, SP) e os dados de
profundidade de bidpsia sofreram transformacado logaritmica para sua utilizacao na
regressao linear. A equacdo € mostrada abaixo, sendo que x representa a
profundidade (um) e y € a concentragao de chumbo (ug/g).

Ln (y) = Ln (a) + B Ln (x)

Ondey=c1x[3
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Neste estudo, as anadlises estatisticas foram feitas com base nesta férmula

matematica utilizando profundidade média de 3,4 um conforme figura 2.

N~ -
(o p—
m p—
g o
o < — <
: =) O
o
_g -
= B B -
c =
]
Al 8 % ©
o (@]
- — o © o
(o) (0]
(@]
o —
[ [ [ [
0 1 2 3

Profundidade (pm)

Figura 2. Célculo da concentracdo de chumbo em uma mesma profundidade (3,4 pm, que foi
a profundidade média obtida nos 104 testes feitos neste estudo). Os pontos marcados em
azul representam as concentragdes de chumbo calculadas. Os pontos em preto representam

os valores originalmente obtidos.
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Analise estatistica

A normalidade da distribuicdo de todas variaveis continuas foram analisadas, com o
objetivo de selecionar o melhor método estatistico. Visto que a distribuicdao da
concentragao de chumbo nas amostras nao foi normal, utilizamos o teste nao
paramétrico de Mann Whitney para fazer as comparagbes de concentragao de
chumbo na saliva e no plasma (2 comparagoes) e Kruskal-Wallis para o teste no
esmalte dental e sangue total. Ao utilizar o Kruskal-Wallis, foi utilizado o teste pos-
hoc de comparacao mudiltipla de Dunn. Na analise de sangue total trés amostras
foram eliminadas da analise de dados devido a discrepancia muito grande de valores,
uma delas exibiu valor de 6,8 pg/dL na coleta intermediaria e 2 valores abaixo do
LOQ no primeiro e terceiro ano, Como a amostra era constituida por criancas nas
quais se esperava baixa exposicao, foi considerado que um ponto erroneamente alto
pudesse gerar um impacto negativo sobre as analises.

Uma vez que nenhum dos grupos estudados teve distribuicdo normal, a
concentragao de chumbo no sangue, plasma e esmalte dental foram transformadas
em log10, com o objetivo de normalizar os dados, e o coeficiente de correlacao de
Pearson (r, p) foi calculado. Mesmo ap0s esta transformacao, dois grupos ainda nao
apresentaram distribuicdo normal, o grupo Plasma 2011 e Esmalte 2010. As
associagoes que envolviam estes grupos foram testadas utilizando-se a correlagao de
Spearman.

O nivel de significancia utilizado em cada uma das estatisticas foi de 0,05 e a analise

estatistica foi realizada com o Programa Graph Pad Prism (Versao 3.0).
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RESULTADOS

AMOSTRAS DE SANGUE TOTAL

As andlises foram feitas no Laboratdrio de Metais do Departamento de
Morfologia, Estomatologia e Fisiologia da FORP/USP, pelo método da analise direta
de sangue descrita por Parsons & Slavin (1993) por espectrometria de Absorcao
Atbmica com Forno de Grafite. Todo o material utilizado foi de qualidade ultrapura,
incluindo o Triton X-100 da MERCK®. O &cido nitrico utilizado foi bidestilado. O LOQ
de chumbo nas amostras de sangue foi 0,2 pg/dL.

No primeiro ano desta pesquisa (2009) obteve-se resultados de chumbo no
sangue de 41 criancas e de 29 amostras de esmalte. No segundo ano (2010)
dezessete abandonaram o estudo devido ao ndo consentimento dos pais (retirado
verbalmente). No segundo ano (2010), foram coletadas 26 amostras de sangue total,
porém, durante a andlise estatistica duas amostras foram eliminadas devido a
discrepancia de valores no ano subseqiiente. No ano de 2011 foram coletadas 23
amostras de sangue total. Algumas criancas que haviam permitido a coleta em 2009
nao tiveram o seu sangue coletado em 2010, mas o tiveram em 2011. Outras ainda
nao permitiram a ultima coleta, e assim sé temos resultados das primeiras e

segundas coletas de algumas criangas.

CONCENTRACAO DE CHUMBO NO SANGUE

No ano de 2009 a concentracao de chumbo no sangue total foi variou de 0,2
Mg/dL a 7,48 pg/dL e teve como a mediana 0,26 pg/dL. Apenas uma crianga
apresentou nivel de chumbo no sangue > 5 pg/dL. No ano de 2010 a concentracao
de chumbo no sangue total variou de 0,2 pg/dL a 3,82 pg/dL e teve como a mediana
0,32 pg/dL. No ano de 2011 a concentracao de chumbo no sangue variou de 1,15
Mg/dL a 3,55 pg/dL e teve como mediana 0,95 pg/dL.

A Tabela 3 mostra a distribuicao das criangas de acordo com o chumbo no

sangue nos anos de 2009 a 2011.
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2009 2010 2011
N 41 24 21
Distribuicao normal Nao Sim Nao
Média (£DP) 0,82 + 1,32 1,02 £ 1,97 1,19 + 1,06
Mediana 0,26 0,32 0,95
Q1-Q3 0,2-0,91 0,2-1,49 0,12-1,92
Minimo - Maximo 0,2-7,48 0,2-3,82 1,15-3,55

Tabela 3. Resultados da concentragao de chumbo no sangue total (ug/dL) de criangas de Ribeirdao
Preto ao longo do periodo de 2009 a 2011. Ribeirdo Preto, 2012.

Limite de quantificagdo: 0,2 ug/dL

DP: Desvio Padrao

Os dados de chumbo no sangue (Tabela 3) nao apresentam diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos (p>0.05).

Na Tabela 4 e na Tabela 5 sao apresentados os dados obtidos para as
concentracoes de chumbo no plasma e na saliva, respectivamente, assim como um
sumario da estatistica de cada grupo, com o n, tipo de distribuicdo, a média,
mediana, Q1, Q3, valores minimo e maximo. Nao houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (saliva 2010 x saliva 2011; plasma 2010 x plasma 2011)
(teste de Mann Whitney; p>0.05).

2010 2011
N 24 22
Distribuicao normal Nao Nao
Média (£DP) 1,03 + 1,00 0,60 + 0,28
Mediana 0,49 0,52
Q1-Q3 041-1,45 0,46- 0,61
Minimo — Maximo 0,29 - 3,20 0,38 -1,60

Tabela 4. Resultados da concentracdo de chumbo no plasma (ug/L) de criancas de Ribeirdo Preto no
periodo de 2010 a 2011. Ribeirao Preto, 2012. Limite de Deteccdo: 0,01 pg/L
DP: Desvio Padrao
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2010 2011
N 31 24
Distribuicao normal nao Nao
Média (£DP) 0,46 + 0,57 0,41 + 0,85
Mediana 0,34 0,19
Q1-Q3 0,08 -0,63 0,12-0,34
Minimo — Maximo 0,02 -3,00 0,02 — 4,27

Tabela 5. Resultados da concentracdo de chumbo na saliva total (ug/L) de criancas de Ribeirao Preto
ao longo do periodo de 2010 a 2011. Ribeirao Preto, 2012.
Limite de deteccdo: 0,02 ug/L
DP: Desvio Padrao

A Figura 3 apresenta os resultados da analise de correlacdao entre os
resultados de chumbo no sangue obtidos no ano de 2009 e 2010. Esta anadlise foi
feita com os resultados “brutos”, ou seja, sem sofrer transformacao logaritmica, ou
outra transformacdo. Das analises de correlacdo dos dados de sangue total, houve
correlagao moderada e estatisticamente significante entre as amostras de sangue de
2009 e 2010 (r de Spearman = 0,60 e p=0,0062).

Correlagao entre Pb nos sangues

coletados em 2009 e 2010
4-
° °

3-
o Y n= 19
§ 2- r de Spearman: 0,60

L p =0,0062
11@ o
°o*®
c - ) . ) ) 1
0 2 4 6 8
2009

Figura 3. Correlacdo entre as concentragdes de Pb (ug/g) nos sangues coletados em 2009 e 2010
(valores sem transformacdo logaritmica)
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ESMALTE

Foram analisadas amostras de esmalte coletadas entre 2009 e 2011. Os
valores de chumbo foram recalculados para uma mesma profundidade, que foi 3,4
um (este valor foi a média de todas as profundidades verificadas nos testes de
esmalte dos trés anos). Este cdlculo foi baseado na descricdo feita por de Souza
Guerra (2010). Como o chumbo se acumula nos primeiros micrometros externos do
esmalte, o calculo de chumbo em uma mesma profundidade para todos os dentes é
muito importante para poder comparar valores de chumbo.

Em 2009 as amostras foram coletadas no incisivo central superior direito
(dente 51) deciduo. Em 2010 as amostras foram coletadas no incisivo central
superior esquerdo (dente 61) deciduo. Em 2011 as amostras foram coletadas nos
dois incisivos superiores laterais (dente 52 e 62). O grau de concordancia dos valores
de chumbo obtidos nos dois dentes cujas amostras foram coletadas em 2011 foi de
50%. Entretanto, nao houve diferenca estatisticamente significante entre os valores
obtidos para estes dois dentes (p= 0,19; teste ¢ ndao pareado). Por este motivo foi
usado um dos valores (dente direito, 52) apenas para todas as analises. Além disso,
havia seis amostras a menos no grupo dos dentes 62, por questoes de coleta.

Os detalhes das concentragdes de chumbo verificadas no esmalte sao
mostrados na Tabela 6. Estes dados ja foram calculados para a profundidade de 3,4
MM em todas as amostras. Nenhum dos grupos (esmalte 2009, esmalte 2010 e
esmalte 2011) teve distribuicao normal. Nao foi verificada diferenca estatisticamente

significante entre estes 3 grupos (p=0,71, teste de Kruskal-Wallis).
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2009 2010 2011
n 29 31 22
Distribuicao normal nao nao nao
Média (+DP) 68,88 £ 76,45 53,97 £ 59,35 62,40 + 69,42
Mediana 36,26 34,97 38,27
Q1-Q3 20,72 - 105,2 19,59 - 63,69 20,83 - 60,76
Minimo - Maximo 3,00 - 339,5 0,44 - 267,90 11,63 - 240,2

Tabela 6. Resultados da concentracdo de chumbo (ug/g) nas amostras de esmalte de incisivos
deciduos na profundidade de 3,4 um de criangas de Ribeirdo Preto ao longo do periodo de
2009 a 2011. Ribeirdo Preto, 2012.
DP: Desvio Padrao
2009: amostras (dente 51)
2010: amostras (dente 61)
2011: amostras (dente 52)

A andlise de correlacao foi feita apds a transformacao logaritmica (logig) de
todos os valores.

O resultado desta analise € mostrado na Tabela 7. Esta Tabela apresenta 28
comparacoes, e estao marcadas em negrito as associacdes cujo p € igual ou menor
do que 5%. Mesmo apds a transformacdo logaritmica 2 grupos ainda nao
apresentaram distribuicao normal, que sao o grupo Plasma 2011 e Esmalte 2010.
Estes grupos estdao sublinhados na Tabela 7, para facilitar sua visualizacdao. As
associagoes que envolviam estes grupos foram testadas utilizando-se a correlagao de
Spearman, enquanto todas as demais associacdes foram testadas utilizando-se o
teste de correlagcao de Pearson. Por este motivo, nesta Tabela 6 sao vistos resultados
de rS e rP, que equivalem ao r de Spearman e r de Pearson, respectivamente.

As correlagOes significativas foram: entre Sangue Total 2009 e Sangue Total
2010 (rP = 0,64 e p = 0,002), Sangue Total 2010 e Sangue Total 2011 (rP = 0,66 e
p = 0,002); Esmalte 2011 e Sangue Total 2009 (rP= 0,44; p=0,05), entre Esmalte
2011 e Saliva 2010 (rP = - 0,55 e p = 0,013) e entre Esmalte 2009 e Esmalte 2010
(rS = 0,45 e p=0,03).



Tabela 7. Correlacdes entre os valores de log 10 das concentragdes de chumbo determinadas nos diferentes fluidos e amostras de esmalte superficial
coletados entre 2009 e 2011. Total de 28 comparagoes, estando destacadas em negritos aquelas que atingiram significancia estatistica ao nivel de
5% e sublinhados os grupos que nao apresentaram distribuicdo normal apds transformacao logaritmica. Ribeirao Preto, 2012.

ST 2010 ST 2011 P 2010 P 2011 S 2010 S 2011 E 2009 E 2010 E 2011
n=20 n=17 n=24 n=24 n=20
ST 2009 rP = 0,64 P =038 X X X X P =0,22 1S =0,16 P =044
p = 0,002 p=0,12 p=028 p=043 p=0,05
n=19 n=19 n=17 n=20 n=18 n=15
ST 2010 P = 0,66 P =0,13 X P = - 0,05 X P =-0,13 1S = 0,03 P=-03
p = 0,002 p=0,59 p=0,82 p=0,56 p=0,88 p=0,23
n=20 n=19 n=17
ST 2011 X 1S =-0,22 X P =- 0,04 X X 1P = 0,04
p=0,37 p=0,84 p=0,98
n=21 n=22 n=22 n=18
P 2010 1S=0,10 P =0,07 X X 1S =025 1P = 0,044
p=0,63 p=0,73 p=0.24 p=0,86
n=20 n=18
P 2011 X 1S = 0,02 X X 1S=0,19
p=0,90 p=0,43
n=22 n=21 n=21 n=19
S 2010 P = -0,09 P =-0,26 1S =-0,18 P =-0,55
p=0,67 p=24 p=0,42 p=0,013
n=19
S 2011 X X P =-0,07
p=0,74
n=22 n=19
E 2009 rS =0,45 P =0,16
p=0,03 p=0,51
n=19
E 2010 1S =0,39

p=0,09
ST = Sangue Total; P = Plasma; S = Saliva; E = Esmalte; rS = r de Spearman; rP = r de Pearson; X = associacdo sem sentido bioldgico, por isso ndo testada durante a analise.
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Discussao

As criangas participaram deste estudo ao longo de 3 anos (2009-2011).
Entretanto, nem todas apresentam amostras de todos os fluidos ou esmalte em
todos os periodos, pois muitas vezes a propria crianga ndao colaborou ou o seu
responsavel nao permitiu as coletas em determinados momentos. Também nao
foram coletadas muitas amostras por falta de interesse dos participantes, a despeito
de muitas chamadas por telefone. Assim, o grupo final e as analises de correlacao
foram feitas com amostras de aproximadamente de 20 criangas, conforme tabela 7.

Como ha poucos trabalhos de chumbo no Brasil, este estudo traz, as primeiras
informacgdes no Brasil sobre valores de chumbo em sangue de criangas de 3-5 anos
de baixa exposicao, e estes valores sao relativamente baixos em comparagao com 0s
descritos em outros paises para individuos da mesma idade (média 2,1 pg/dL nos
EUA, NHANES 2010) e para criangas de 6-8 anos no Brasil (2,2 ug/dL), embora este
estudo nao seja um estudo epidemioldgico e os valores obtidos ndo possam ser
extrapolados para a populacao de Ribeirao Preto (Costa de Almeida et a/, 2010). A
média dos valores de chumbo no sangue (em pg/dL) vistos neste estudo no ano de
2009 foi de 0,82 (+1,32). Em 2010, a média foi 1,02 (+1,97), ao passo que em 2011
a média foi 1,19 (+1,06). Uma observacao digna de nota é que os valores tém uma
tendéncia a subir, embora ndo haja diferengas estatisticamente significantes. Isso
deveria ser observado em um grupo maior de criangas em acompanhamento ao
longo de anos. Nos trabalhos que avaliam criangas, os valores de chumbo no sangue
apresentam seu pico entre 12 e 36 meses, diminuindo a partir deste momento. Uma
vez que os resultados deste trabalho sugerem que seja diferente neste grupo de
individuos, seria interessante verificar se os valores continuam subindo em idades
maiores, o que talvez indicasse outras fontes de exposicdo no Brasil. Porém, seria
bastante especulativo, uma vez que este estudo nao foi desenhado para determinar
a média na populacdo ou como esta se comporta ao longo dos anos.

Do ponto de vista da proposicdo e objetivo deste trabalho, as médias no
sangue obtidas servem para comprovar que as criangas que participaram do estudo
apresentavam baixa exposicao inicial e que esta continuou baixa, no que se refere a

chumbo no sangue total. Mesmo havendo uma tendéncia a subir, esta nao foi
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estatisticamente significante e os valores de chumbo foram baixos comparados com
outras populagbes. Este dado inicial de sangue é muito importante, pois o sangue
ainda é o Unico marcador aceito para caracterizar a exposicao a chumbo em criangas
e amplamente utilizado.

Plasma e saliva tiveram valores também baixos, sendo os valores de saliva
ainda menores. E um grande desafio centrifugar rapidamente o plasma, na verdade
soro, uma vez que a coleta foi feita em tubo Vacutainer® (trace metals free, BD) sem
nenhum tipo de anticoagulante, para obter amostras com os valores reais de chumbo
(antes da hemodlise), que se torna inevitavel a medida que o tempo passa.

O tempo decorrido ter prejudicado a coleta de plasma, devido a dificuldade de
coletar e centrifugar estas amostras rapidamente (eram necessarios entre 5-15
minutos), principalmente pelo aspecto do estresse da crianga durante a coleta de
sangue. A grande variabilidade vista nestes dados talvez decorra deste aspecto, bem
como a auséncia de correlagao entre plasma e sangue do mesmo ano, que seria uma
correlagao esperada se as medidas de plasma representassem realmente o chumbo
que havia s6 no plasma da crianga, € ndo em uma possivel fracdo advinda das
hemacias (esta totalmente variavel e impossivel de quantificar). Ainda no plasma,
houve uma amostra com valor muito alto, tornando dificil com a amostra pequena
saber se este valor, fora da distribuicao, afetou a analise de correlacdo. Devido ao
enorme desafio de quantificar chumbo no plasma e na saliva, uma vez que o chumbo
presente nestes fluidos esta normalmente abaixo de 3 pg/L, qualquer pequena
contaminacao em um dos passos de coleta, estocagem ou na preparacao para a
medida sdo criticos e podem afetar o resultado aumentando os valores de chumbo.
Neste estudo, muitas medidas para diminuir a contaminacao foram tomadas (tubos
limpos, manipulacdo utilizando ponteiras lavadas em acido nitrico, manipulacao
dentro de capela de fluxo laminar), mas nao é possivel descartar que os valores que
fogem a distribuicdo (principalmente nestes 2 fluidos) sejam devidos a contaminagao
no processo de coleta e preparo das amostras para determinagao de chumbo.

Também as amostras de esmalte apresentaram valores bastante baixos, tendo
em vista os baixos valores de chumbo no sangue das criancas que participaram
deste estudo. As medianas de chumbo no esmalte dos anos de 2009, 2010 e 2011

foram 36,2; 35 e 38,3 ug/g de esmalte coletado, apds o ajuste dos valores para a
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mesma profundidade. Um dos objetivos deste estudo era analisar os valores de
chumbo na superficie do esmalte ao longo dos anos, e o resultado acima mostra de
forma clara que, quando as criancas apresentam baixa exposicao ambiental a
chumbo, as concentragdes deste no esmalte nao mudam ao longo dos anos. A
analise estatistica mostrou claramente que nao houve diferenca, mas os valores
estao tao proximos, que é impressionante detectar valores de chumbo no esmalte
tao coincidentes, com variacdes menores do que 10%, uma vez que as variacoes
geralmente observadas para os valores de chumbo no esmalte foram muito grandes,
da ordem de centenas de ug/g. Talvez, a correcao para uma mesma profundidade,
feita com parédmetros bastante corretos geraram os dados tdo coincidentes neste
estudo.

Das 28 associacOes testadas, foram estatisticamente significantes e positivas
aquelas entre o sangue total de 2009 e sangue total 2010; sangue total de 2010 e
sangue total 2011; sangue total de 2009 e o esmalte de 2011; o esmalte de 2009 e o
esmalte de 2010. Houve uma tendéncia na associacdao entre o esmalte de 2010 e o
esmalte de 2011 (p = 0,09). Como 40 amostras de sangue de um total de 86 ficaram
abaixo do LOQ, um procedimento necessario antes da publicagdo destes resultados é
reanalisar todas as amostras de sangue por ICP-MS, para verificar com exatidao
quais sao os valores de chumbo presentes em cada amostra. Desta forma
provavelmente as analises estatisticas que envolvem sangue fiquem muito mais
robustas, mesmo com um nuUmero relativamente pequeno de amostras em cada
grupo. Outra associacao estatisticamente significante neste estudo foi uma
associacao negativa verificada entre a saliva de 2010 e o esmalte de 2011. Esta
associacdo nao era esperada, embora na literatura haja varios trabalhos que
mostram associagao entre esmalte e saliva, inclusive alguns trabalhos do nosso
grupo (Costa de Almeida et al, 2009 e Costa de Almeida et a/, 2011). O aspecto
inusitado deste resultado, entretanto é o fato da correlacdo ser inversa, sugerindo
que possivelmente a saliva estivesse perdendo chumbo que aparece no ano seguinte
acumulado no esmalte. Esta associacao pode ser interessante, mas precisara ser
estudada adequadamente /n vitro e em modelos animais. Em trabalho recente do

nosso grupo sobre carie e chumbo foi demonstrado que o esmalte é sim uma matriz
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que incorpora chumbo, mesmo quando se utiliza o esmalte bovino maduro no
modelo de carie /in vitro (Molina et al., 2011).

O desenho deste trabalho (a longo prazo) permitiu pela primeira vez
comprovar que ha relagdo entre os valores no esmalte dentario superficial e os
valores de chumbo no sangue total medidos 24 meses antes. Este é o primeiro
estudo feito em uma populacao caracterizada por exposicao muito baixa que
demonstra que existe uma associacao entre chumbo no sangue (no passado) e no
esmalte atual.

Este estudo tem muitas limitacdes, sendo a principal delas a pequena
amostragem. Em contrapartida, o extremo zelo permitiu que algumas conclusdes
fossem tiradas mesmo com esta limitagao. Uma amostragem muito maior poderia

talvez, comprometer a qualidade das analises, que foi critica para este trabalho.
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Conclusodes

1. Os valores de chumbo obtidos em todas as amostras ao longo de 3 anos (cerca de

20 criancas) caracterizam baixa exposicao a chumbo no grupo estudado.

2. As concentragdes de chumbo no sangue destas criancas entre 2-5 anos nao
variaram ao longo do tempo e as concentracoes de chumbo obtidas no esmalte
permaneceram entre 35 e 38 pg/g ao longo dos 3 anos de estudo na profundidade
de 3,4 pm.

3. Houve correlagao positiva entre o sangue total de 2009 e o sangue total de 2010;
entre sangue total de 2010 e sangue total de 2011; sangue total de 2009 e o

esmalte de 2011 e o esmalte de 2009 e o esmalte de 2010.

4. Houve uma associacao inversa entre a saliva de 2010 e esmalte de 2011.

5. Os resultados sugerem que o esmalte tenha associacdo com a exposicao de

chumbo passada, caracterizado pelos valores de chumbo no sangue total.

6. Os resultados sugerem que o esmalte possa ser uma forma fidedigna de avaliar o

grau de exposicao a chumbo, mesmo em populagdes com baixa exposicao.

7. Os resultados sugerem que, em criancas de 2 a 5 anos de idade, com baixa
exposicao a chumbo e baixa atividade de carie, ndo haja incorporagao de chumbo no

esmalte superficial de dentes deciduos em quantidades significativas.
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Telefones (016)3602.3580 -3 602.3581 - 3602.3588
RIBEIRAO PRETO - SP

E-MAILS: ccarochinha(@usp.br Jedsilva@usp.br




Anexos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nome da crianga:

Fui convidado a participar do estudo “ESTUDO DA INCORPORACAO DE CHUMBO POS-
ERUPTIVA NO ESMALTE DE DENTES DECIDUOS E SUA CORRELACAO COM PLASMA E
SALIVA - UM ESTUDO LONGITUDINAL”, e por este instrumento de autorizagdo, na qualidade de

) autorizo que o0 menor
participe da pesquisa. : v
Justificativa: O chumbo ¢ um dos poluentes ambientais mais perigosos para a satde infantil e ele

¢ encontrado em diversos locais, como por exemplo, tintas, soldas, maquiagem, cerdmicas utilizadas na
alimentagdo. A exposigdo ao chumbo & muito preocupante, pois se ela ocorrer nos primeiros meses e anos
de vida, as criangas podem ter seqilelas neuroldgicas e comportamentais graves. Como o chumbo &
quimicamente semelhante ao célcio, 95% do chumbo que entra no corpo humano ¢ depositado nos ossos e
dentes. No entanto, ainda ndo se sabe o se a incorporagdo de chumbo ao esmalte dentério (parte mais
externa do dente) acontece apenas no perfodo pré-eruptivo (antes do dente “nascer”), quando o esmalte
estd se formando, ou se essa incorporagdo pode acontecer pés-eruptivamente (depois que o dente ja
“nasceu” na boca), por meio da saliva, alimentos, objetos. Somente com um estudo longitudinal in vivo é
que essa questdo pode ser resolvida. Os objetivos deste estudo sdo: 1- Comparar a concentragdo de chumbo
no sangue total e ﬁo esmalte superficial em 2 grupos de criangas de 2-3 anos (n= 50 em cada um) muito diferentes

quanto & exposi¢do a chumbo; 2- Comparar a concentracdo de chumbo no sangue total, plasma, saliva e esmalte
superficial destes 2 mesmos grupos de criangas 18 e 36 meses depois da coleta inicial; 3- Correlacionar as

concentragdes de chumbo entre os marcadores em cada momento de coleta e verificar se ha correlagio entre os

marcadores nos 2 momentos de coleta. 4- Verificar se h4 aumento na concentragdo de chumbo no esmalte superficial

ap6s 18 meses, ¢, se houver, se ha diferenga no aumento quando criangas de regido aparentemente ndo contaminada
sdo comparadas com crian¢as que moram em regido notoriamente contaminada. Procedimentos: Sera realizado
um teste de esmalte para coletar pequena amostra de célcio do dente, que sera reposta pela aplicagdo de
flior gel. Este teste de esmalte também serd realizado ap6s 18 ¢ 36 meses do inicio do trabalho. A coleta
de saliva seré feita com uma haste de algoddo apds 18 e 36 meses do inicio do trabalho. Desconfortos:
quanto aos testes no esmalte e coleta de saliva ndo ha possibilidade de causarem desconforto ou trauma

para a crianga. Riscos: Ndo haverd utilizagdo de qualquer tipo de procedimento que traga risco aos

participantes. Beneficios: Esta pesquisa trard informagdes importantes sobre a incorporagdo de chumbo

no esmalte dos dentes deciduos. Métodos alternativos: O método aceito para saber da exposigdo de

criangas ao chumbo ¢ a dosagem no sangue, e estamos testando neste projeto dois métodos

alternativos:esmalte e saliva. Forma de assisténcia e responsével: Se ocorrer algum imprevisto durante a

execucdio dos procedimentos desta pesquisa, os pesquisadores se comprometem a prestar assisténcia

(C.D. Soraya Cheier Dib Gongalves — Avenida do Café, S/N - Departamento de Morfologia,
Estomatologia e Fisiologia - Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — Tel: 9133-5036/3602-4014;

soraya@forp.usp.br). Esclarecimentos antes e durante a pesquisa sobre a metodologia: Se houver

qualquer divida ndo esclarecida neste documento, o pai/mde/responsavel poderd procurar a cirurgid-

dentista Soraya Cheier Dib Gongalves para maiores esclarecimentos. Liberdade de recusar ou retirar o

consentimento sem penalizacdo: para fazer parte do estudo, a crianga deverd estar com autorizagdo
assinada havendo plena liberdade para a crianc¢a deixar de participar da pesquisa em qualquer momento,

sem que esta decisdo implique em qualquer prejuizo para a crian¢a. Garantia de sigilo e privacidade:
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esta pesquisa € cientifica e podera ser publicada em jornais, revistas e/ou congressos cientificos no pais e
no exterior, mantendo-se o sigilo e respeitando-se o codigo de Defesa do Menor e do Adolescente. Niio

estd previsto o ressarcimento de despesas, uma vez que os sujeitos da pesquisa serdo examinados

mediante seu consentimento e sem nenhum custo adicional. Nio estd prevista qualquer forma de
indenizacdo referente a possiveis danos, visto que ndo existe essa possibilidade por se tratar somente de
exames clinicos por visualizag#o, teste de esmalte para coleta de quantidade minima de minerais (célcio)

da superficie de um dente € coleta de saliva, sem risco 2 satde.

Estou ciente de que esta pesquisa tem como responsaveis a C.D. Soraya Cheier Dib Gongalves, a Prof®.

Dr®. Raquel Fernanda Gerlach,a Prof®. Dr*. Maria Cristina Borsatto e a Dr*. Walkiria Aparecida Fonseca
Orlando.

Assino este documento de livre e esponténea vontade, estando ciente do seu contetido.
Ribeirdo Preto, de de 200__.

Assinatura do pai/mde/responsdvel C.D. Soraya Cheier Dib Gongalives

CPF: 81257082191
CRO: 85335 - SP

Prof” Dr°. Raquel F. Gerlach Prof” Dr.. Maria Cristina Borsatto
CPF:664860410/72 CPF: 074593 888-40
CRO: 53891-SP CRO: 28567 -SP

Dr. Walkiria Aparecida Fonseca Orlando
CPF:
CRM:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Nome da crianga:

Fui convidado a participar do estudo intitulado “ESTUDO DA INCORPORACAO DE CHUMBO
POS-ERUPTIVA NO ESMALTE DE DENTES DECIDUOS E SUA CORRELACAO COM PLASMA E
SALIVA — UM ESTUDO LONGITUDINAL” e por este instrumento de autorizagdio, na qualidade de

autorizo que o menor
participe da pesquisa.

Justificativa: O chumbo é um dos poluentes ambientais mais perigosos para a saiide infantil ¢ ele é encontrado em
diversos locais, como por exemplo, tintas, soldas, maquiagem, cerdmicas utilizadas na alimentagdo. A exposi¢do ao chumbo
¢ muito preocupante, pois se ela ocorrer nos primeiros meses e anos de vida, as criangas podem ter seqiielas neurolégicas e
comportamentais graves. Como o chumbo ¢ quimicamente semelhante ao célcio, 95% do chumbo que entra no corpo humano
¢ depositado nos ossos ¢ dentes. No entanto, ainda ndo se sabe o se a incorporagdo de chumbo ao esmalte dentério (parte mais
externa do dente) acontece apenas no periodo pré-eruptivo (antes do dente “nascer”), quando o esmalte estd se formando, ou
se essa incorporagdo pode acontecer poés-eruptivamente (depois que o dente ja “nasceu” na boca), por meio da saliva,
alimentos, objetos. Somente com um estudo longitudinal in vivo é que essa questdo poderd ser resolvida. Os objetivos deste
estudo sdo: 1- Comparar a concentragdo de chumbo no sangue total e no esmalte superficial em 2 grupos de criangas de 2-3

anos (n= 50 em cada um) muito diferentes quanto a exposi¢@o a chumbo; 2- Comparar a concentracdo de chumbo no sangue
total, plasma, saliva ¢ esmalte superficial destes 2 mesmos grupos de criangas 18 e 36 meses depois da coleta inicial; 3-

Correlacionar as concentragdes de chumbo entre os marcadores em cada momento de coleta e verificar se ha correlagéo entre
os marcadores nos 2 momentos de coleta. 4- Verificar se ha aumento na concentragdo de chumbo no esmalte superficial apos
18 meses, e, se houver, se h4 diferenga no aumento quando criangas de regido aparentemente ndo contaminada sdo
comparadas com criangas que moram em regido notoriamente contaminada. Procedimentos: Sera feita a coleta de uma
amostra de sangue para dosagem do chumbo. Esta coleta serd também realizada 18 e 36 meses apds a coleta inicial.
Desconfortos: A coleta de sangue pode causar algum desconforto inerente a este procedimento, No entanto, esta coleta serd

realizada por profissional habilitado. Riscos: Ndo havera utilizagdo de qualquer tipo de procedimento que traga risco aos

participantes. Beneficios: esta pesquisa traré informagdes importantes para a comunidade e para os pais dos individuos que
participarem do estudo sobre contaminagdo por chumbo. Métodos alternatives: Usamos os melhores métodos aceitos até o
momento e ndo hd métodos alternativos a esses. Forma de assisténcia e responsavel: Se ocorrer algum imprevisto durante a
execucdo dos procedimentos desta pesquisa, os pesquisadores se comprometem a prestar assisténcia (Cirurgia-Dentista
Soraya Cheier Dib Gongalves — Avenida do Café, S/N - Departamento de Morfologia, Estomatologia ¢ Fisiologia -
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — Tel: 9133 5036/3602-4014; soraya@forp.usp.br). Esclarecimentos antes e
durante a pesquisa sobre a metodologia: Se houver qualquer duvida nd@o esclarecida neste documento, o
pai/méae/responsével poderd procurar a cirurgid-dentista Soraya Cheier Dib Gongalves para maiores esclarecimentos.
Liberdade de recusar ou retirar o consentimento sem penalizacfio: para fazer parte do estudo, a crianga devera estar com
autorizagdo assinada havendo plena liberdade para a crianga deixar de participar da pesquisa em qualquer momento, sem que
esta decisdo implique em qualquer prejuizo para a crianga. Garantia de sigilo e privacidade: esta pesquisa ¢ cientifica e
podera ser publicada em jornais, revistas e/ou congressos cientificos no pais e no exterior, mantendo-se o sigilo ¢
respeitando-se o céddigo de Defesa do Menor e do Adolescente. Ndo estd previsto o ressarcimento de despesas, uma vez que
os sujeitos da pesquisa serdo examinados mediante seu consentimento ¢ sem nenhum custo adicional. Nfio est4 prevista
qualquer forma de indenizacdio referente a possiveis danos, visto que ndo existe essa possibilidade por se tratar somente de

coleta de sangue (realizada por pessoa habiliatda) para verificagdo da concéntragfo de chumbo no sangue total, sem riscos a
saude.
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Estou ciente de que esta pesquisa tem como responsaveis a C.D. Soraya Cheier Dib Gongalves, a Prof®. Dr®. Raquel
Fernanda Gerlach, a Prof®. Dr®. Maria Cristina Borsatto ¢ a Dr*. Walkiria Aparecida Fonseca Orlando.

Assino este documento de livre e espontdnea vontade, estando ciente do seu contetido.

Ribeirdo Preto, de

de 200__.

Assinatura do pai/mde/responsdvel

Prof” Dr’. Raquel F. Gerlach

CPF: CPF:664860410/72
CRO: 53891-SP

Dre. Walkiria Aparecida Fonseca Orlando

CPF;
CRM:

C.D. Soraya Cheier Dib Gongalves

CPF: 812570821/91
CRO: 85335-SP

Prof® Dr°Maria Cristina Borsatto

CPF: 074593 888-40
CRO: 28567 -SP





