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RESUMO

SILVA, F.V. Avaliacdo da influéncia do polimorfismo Pro'®Leu da Glutationa
Peroxidase sobre o estresse oxidativo em populacdo exposta ao chumbo.
2008. 40p. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirao Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

A enzima glutationa peroxidase (GPx-1) possui um importante papel na
detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio. Neste estudo foi verificada a
influéncia do polimorfismo Pro'®Leu da GPx-1 nos niveis de malondialdeido (MDA)
e proteinas carboniladas de 84 voluntarios expostos ambientalmente ao chumbo (28
homens e 56mulheres; idade: 18 a 60 anos). Os gendtipos para o polimorfismo
Pro'®Leu da GPx-1 foram determinados por PCR seguido por digestdo com enzima
de restricdo. Chumbo no plasma (Pb_P) e chumbo no sangue total (Pb_S) foram
determinados por espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado e
espectrometria de absorcdo atdbmica com forno de grafite, respectivamente. As
frequéncias alélicas para os alelos T (que codifica o aminoacido prolina) e C (que
codifica o aminoacido leucina) da GPx-1 foram 0,73 e 0,27, respectivamente. Os
voluntarios foram separados em dois grupos, de acordo com a presenga ou
auséncia do alelo que codifica leucina. Nao foi encontrada diferenga significativa
para as concentracbes de Pb P e Pb_S, bem como para os marcadores de
estresse oxidativo entre os grupos. Deste modo, os resultados obtidos sugerem que
o polimorfismo Pro'®®Leu da GPx-1 n&o torna individuos ambientalmente expostos
ao chumbo, mais suscetiveis aos danos do estresse oxidativo induzidos pelo metal.

Palavras-chave: Glutationa peroxidase; polimorfismo; chumbo; estresse oxidativo.



ABSTRACT

SILVA, F.V. Evaluation of the Glutathione Peroxidase Pro**®Leu polymorphism
influence on the oxidative stress in population environmentally exposed to
lead. 2008. 40p. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirao Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

Glutathione peroxidase (GPx-1) plays an important role in scavenger reactive
oxygen species (ROS). This study was carried out to assess the effects of GPx-1
gene polymorphism (Pro'®Leu) on malondialdehyde (MDA) and carbonyl protein
ratio in 84 subjects environmentally exposed to lead. Genotypes for the GPx-1
Pro'Leu polymorphism were determined by PCR and restriction fragment length
digestion. Lead in plasma (Pb_P) and lead in total blood (Pb_B) were determined by
inductively coupled plasma mass spectrometry and by graphite furnace atomic
absorption spectrometry, respectively. The allele frequencies for T (which express
the proline aminoacid) and C (which express the leucine aminoacid) were 0.73 e
0.27, respectively. The volunteers were divided in two groups, according to the
presence or absence of C allele. No significant differences were found in Pb_P and
Pb_B, as well as for the other oxidative biomarkers between the groups. Therefore,
the obtained results suggest that the GPx-1 Pro'®®Leu polymorphism do not affect
individuals environmentally exposed to lead greater susceptible to oxidative damage
induced for this metal.

Keywords: Glutathione Peroxidase; polymorphism; lead; oxidative stress



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Mecanismo catalitico da GPx-1 sobre a glutationa reduzida............

Figura 2 — Interconversdo da glutationa nas suas formas reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG) pela acado das enzimas glutationa

peroxidase (GPx-1), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase

Figura 3 — Genotipagem do polimorfismo da GPx-1. Os produtos de

PCR sao digeridos por enzima de restricdo (Apal) produzindo

diferentes fragmentos. A: Pro-Leu, B: Leu-Leu, C: Pro-Pro........cccccccooeieiiiiees

Figura 4 — Relagao entre Pb_S e MDA para todos voluntarios deste

B S U e



LISTA DE TABELAS

Tabelal. Estatistica descritiva dos voluntarios em estudo de acordo com

as concentragcdes de chumbo em SanNQUEe ............ceiiiiiiiiiiiiiiic e, 22

Tabela 2. Resultados do teste de equilibrio de Hardy — Weinberg.........cccccc....... 23

Tabela 3. Frequéncia genotipica e alélica (%) em dois grupos étnicos

estudados e do projeto HapMap (International HapMap Project, 2007) .............. 23

Tabela 4. Estatistica descritiva dos voluntarios participantes do
estudo de acordo com o gendtipo. Os valores sdo expressos em

MEdia £ AdESVIO PAAIA0......ccuuiiiiiiiii et e et e e et e e e e era e eeeees 25

Tabela 5. Estatistica descritiva dos voluntarios participantes do
estudo com Pb_S<10,0 PG AL ... 26

Tabela 6. Estatistica descritiva dos voluntarios participantes do
estudo com Pb_S>10,0 HG/AL.....eee e 27



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ALAD Acido 8-Aminolevulinico desidratase
ATSDR Agency for Toxic Substances and Disease Registry
CAT Catalase

CDC Centro para Controle e Prevengao de Doencas
EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

eNOS Oxido nitrico sintase endotelial

EPM Erro padrao da média

EROs Espécies reativas de oxigénio

Ez-Se Selenolato

Ez-SeOH  Alcool selenolato

Ez-SeSG Selenossulfeto

GPx-1 Glutationa Peroxidase

GR Glutationa redutase

GSH Glutationa

GSSG Glutationa oxidada

GST Glutationa-S-transferase

GO Glutationa oxidase

G6PD Glicose-6-fosfato desidrogenase

H,0, Peréxido de hidrogénio

ICP-MS Espectometria de massas com plasma indutivamente acoplado
Leu Leucina

MDA Malondialdeido

MRNA RNA mensageiro

nm Nanbmetros

NS Nao significativo

NIST National Institute of Standards and Technology
NADPH Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
0," Radical superdxido

OH* Radical hidroxil

ONOO Peroxinitrito

pb Pares de base



Vi

Pb P Chumbo no plasma
Pb_S Chumbo no sangue total
%Pb_P/Pb_SFragado de chumbo no plasma/chumbo no sangue total

Pro Prolina

PCR Reacao de Polimerase em Cadeia

rpm Rotagdes por minuto

SDS Dodecil Sulfato de Sodio

SH Sulfidrila

SNPs Sigla para Single-Nucleotide Polymorphisms

SOD Superoxido dismutase

Taq Polimerase termo-estavel, isolada da bactéria Thermophilus aquaticus
TBE Tris base com EDTA

Tris.Cl Tris(hidroximetil)metilamina

Triton X-100 p-t-octilfenil polioxietileno
WHO World Health Organization



SUMARIO

LN 20 01003 o RS 1
1.1 Toxicogendmica: uma nova estratégia nos estudos de toxicologia de metais ....... 1
1.2 Exposicao ao chumbo e seus impactos a saude humana...........ccccoooeevviiiieeennnnnn.. 1

1.2.1 TOXICOCINETICA ... oot e e e e e e e e e e e e e e eeeennnnns 3
1.2.2 Toxicodin@dmica dO ChUMDO ........cooiiiiice e 4
1.3 ESIreSSe OXiA@tIVO ....eeeeiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt 5
1.4 A GPx-1 inibe a producao de espécies reativas de oxigénio............c.ccceeeeeeeeeeeennn, 8
1.5 Polimorfismos genéticos da GPx-1 também afetam o estresse oxidativo ............ 10

2 HIPOTESE ...ttt ettt ss s ssss e ss sttt sttt sttt 12

B OBUETIVOS ......cooceeereeeressssssssssssss e e s s s s s s s s sssssns s e e e e e s s s s s s smnnn s e e s e essnnssssnnnnnnneneesnnnns 13

4 MATERIAIS E METODOS.......cccoiieeerisreseseesessssessessssessssssssssesssssssssssssssssssssssssssanes 14
4.1 Selegao dos voluntarios e coletas sanguineas............cccccceeeiieiiiiiiiiiiciie e, 14
4.2 Determinacdo das concentragdes de chumbo no sangue total ............................ 14
4.3 Determinacao das concentracdes de chumbo no plasma...........cccceeeeviviieeeneen. 15
4.4 Reagentes € SOIUGOES .......oiiiiiiii et e et e e e e e e e e e e e e eaaans 15
4.5 Materiais de referéncia para controle dos resultados de chumbo ....................... 16
4.6 Determinacao das concentragcdes de MDA e carbonilas............cccoceeeeeiinieeeeenn. 16

B.B8. 1 MDA ..o a e e e e e e aaaas 16
4.6.2 CarbONIlas. .......uuuuueeiiiiiiiii e 17
4.7 Determinagao do polimorfismo Pro'Leu da GPX-1. .....ccvoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 17
4.7.1 Extraci0 dO DNA gENOMICO.......uuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 17
4.7.2 Reacao de Polimerase em Cadeia - PCR..........ooooiiiiiiiiiieeee e, 18
4.7.3 Digestao do produto de PCR amplificado..........ccoovvuiiiiiiiiiiiiiiiciee e 18
4.7 .4 Eletroforese € ViSUaliZaga0 ............coevviiiiiiiii i 18
4.8 Analise dOs resultados .........coouuuiiiiiii e 20
4.8.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg...............uuuuueiiiiiiiiiiiii e 20
4.8.2 Analise estatistiCa......coooiii e 20

B RESULTADOS ......coeetiieiiiiissscssssseee s s ssssssssssssnse s e e s e ssssssssssnsssssessssssssssssnnnsssssnsssnsssnnns 21

B DISCUSSAD........ccueieeeiececce st s s s s se s s saessesaesaesassaessesaesaeeseesesaesseesesassnnnns 28

7 CONCLUSAOQ........coeirteieieeestsesaeseseese e s e ssesssseessssssesse s esessessssssssssnsesssnssssssensnsssssnsnns 32

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cccortrureeereresesesesssasssssessssssssenssssssssssssssans 33



1 INTRODUCAO

1.1 Toxicogendmica: uma nova estratégia nos estudos de toxicologia de
metais

A apresentacao do primeiro “rascunho” do sequenciamento do genoma humano
(LANDER e col., 2001) aumentou intensamente o interesse pelo papel da genética
como um determinante da saude humana. Com esse revolucionario progresso na
ciéncia, acompanhando uma série de avangos em ferramentas tecnoldgicas e também
de bioinformatica, tornou-se possivel aos pesquisadores o estudo de diferencas na
expressao de varios genes entre populagbes e entre individuos de uma mesma
populacao. Estas diferencas afetam as fung¢des das proteinas e, consequentemente, o
balanco de intermediarios metabdlicos associados a estas proteinas. Neste sentido,
uma melhor elucidacdo dos impactos, provocados por xenobidticos, a saude de
individuos expostos a agentes quimicos, podera ser delineado pelo estudo das
variagbes no genoma humano, polimorfismos genéticos, que determinam a maior ou
menor susceptibilidade de individuos ou grupos populacionais quanto ao
desenvolvimento de determinadas doencgas apdos a exposigao a um agente toxicologico.
Como decorréncia, esse novo campo de pesquisa vem crescendo de maneira pulsante
nos ultimos anos, principalmente nos Estados Unidos (KELADA e col., 2003; HENRY e
col., 2002; IANNACCONE, 2001; AMIN e col., 2002; WARING e HALBERT, 2002).

Entretanto, esta linha de pesquisas ainda ¢ incipiente no Brasil.

1.2 Exposi¢cao ao chumbo e seus impactos a saude humana

O chumbo é um metal ndo essencial relativamente abundante na crosta
terrestre, tendo uma concentracdo média entre 10 e 20 mg/kg. As maiores fontes
naturais de chumbo s&o as emissdes vulcanicas, o intemperismo geoquimico e as
névoas aquaticas (WHO, 1995). Estima-se que as taxas de emissdo natural do
chumbo no planeta sdo da ordem de 19.000 toneladas por ano (WHO, 1995).

Entretanto, os processos antropogénicos s&o os principais responsaveis pela
liberacdo do chumbo no ambiente (ATSDR, 1993). Antes do uso do chumbo-
tetraetila ter sido banido da gasolina em muitos paises, inclusive no Brasil, a maior

parte do chumbo encontrado no ar provinha da sua emissdo de escapamentos de



automoveis. Outras fontes de chumbo no ar incluem a queima de combustiveis tais
como carvao e 6leo, processos industriais € queima de lixo (MANTON e col., 2000).

Em virtude de suas caracteristicas fisicas de ductilidade, maleabilidade e
baixo ponto de fusdo, o chumbo tem sido usado por populagées milenares (MIDIO e
MARTINS, 2000). A exposi¢do ao chumbo pode ocorrer na forma metalica, ligado a
outros metais ou ligado a compostos quimicos, principalmente na forma de 6xidos
(ATSDR, 1993). Atualmente, seu principal uso é na produgdo de baterias e em
alguns tipos de soldas, uma vez que forma importantes ligas com outros metais.
Além disso, os sais de chumbo podem aparecer como constituintes de vitrificados,
esmaltes e vidros (ATSDR, 1993). Até recentemente seus sais eram usados na
producdo de pigmentos para tintas (MIDIO e MARTINS, 2000), inclusive naquelas
utilizadas para colorir embalagens de alimentos (BAIRD, 2002).

Atualmente, a principal fonte de exposi¢cao ao chumbo ocorre no ambiente de
trabalho. As formas organicas do chumbo, por serem muito lipossoluveis, séo
facilmente absorvidas pela pele, pelo trato gastrintestinal e pelos pulmdes
(KLAASSEN, 1991). Ao contrario do chumbo inorganico, o chumbo orgénico é
metabolizado pelo figado a chumbo trialquil e chumbo inorganico, os quais sao
responsaveis pelos efeitos téxicos no organismo (KOSNETT, 2003).

Estudos realizados no Centro para Controle e Prevencédo de Doengas (CDC)
nos Estados Unidos mostraram que o nivel de chumbo no sangue das criangas
americanas tem diminuido muito nos ultimos anos (BERGDAHL e col., 1997). Isto
se deve, principalmente a eliminagdo do chumbo da gasolina, das tintas usadas nas
pinturas de casas e nas soldas de alimentos enlatados. Entretanto, acredita-se que
900 mil criangas americanas, entre 1 e 5 anos de idade, ainda apresentem
concentragbes de chumbo no sangue iguais ou superiores a 10 pg/dL, nivel
considerado preocupante pelo CDC (BERGDAHL e col.,, 1997). Em nosso Pais,
especificamente no Estado de Sao Paulo, recentes projetos financiados pela
FAPESP estdo sendo executados visando monitorar as concentragées de chumbo
no sangue de criangas e adultos, expostos a este metal pesado, no Vale do Ribeira
e na cidade de Bauru.

A determinacado de chumbo em sangue total é recomendada pelo CDC como
o melhor indicador biolégico de exposicéo a este metal (BERGDAHL e col., 1997).
Niveis inferiores a 10 pug/dL s&o considerados normais em criangas (BERGDAHL e

col.,, 1997). Em 1994, a Organizagdao Mundial de Saude, definiu também niveis



superiores a 10 ug/dL no sangue como indicativo de exposicdo ao chumbo
(GERCKEN e BARNES, 1991). Entretanto, estudos mais recentes tém observado
efeitos adversos, principalmente em criangas, com concentragées de chumbo no
sangue menores que 10 ug/dL (ATSDR, 1999; CANFIELD e col., 2003; JUSKO e
col., 2008).

1.2.1 Toxicocinética

O chumbo pode ser encontrado nas formas inorganica e organica,
apresentando diferengas quanto a toxicidade. A exposicdo ao chumbo inorganico
ocorre predominantemente por meio da via respiratéria e pelo trato gastrintestinal
(SADAOQO, 2002). No organismo humano, o chumbo se distribui no compartimento
sanguineo de duas maneiras: uma n&o difusivel, ligada aos eritrocitos e outra
difusivel, no plasma. Apesar de mais de 98% do metal circulante permanecer ligado
aos eritrocitos, a forma difusivel (plasmatica) € a fragdo mais ativa do metal. Em
funcdo da sua maior disponibilidade, esta fracdo pode influenciar diretamente a
concentracdo de chumbo nos outros compartimentos e, consequentemente,
contribuir para a toxicidade do metal nos diferentes érgéos e sistemas.

A quantidade de chumbo sanguineo, que geralmente representa uma
exposigao em curto prazo, eleva-se até atingir um platd, e o excesso penetra nos
tecidos moles como o cérebro, o figado e os rins (MUSHAK e CROCETTI, 1989;
BAIRD, 2002). A meia-vida biolégica do chumbo no sangue é de aproximadamente
36 dias e nos tecidos moles, 40 dias (KOSNETT, 2003). Posteriormente, o chumbo
se deposita nos tecidos duros, onde substitui o calcio, ja que os ions Pb** e Ca®*
possuem raios atdémicos muito préximos (BAIRD, 2002). Em adultos, quase 90% do
chumbo presente no corpo encontra-se estocado nos o0ssos, onde a meia-vida
bioldgica pode chegar a 20 anos (RABINOWITZ e col., 1976).

O chumbo presente no esqueleto é biologicamente inerte, porém em
situagcbes que envolvem a desmineralizagdo Ossea, como a gravidez e a
osteoporose, o chumbo pode ser rapidamente mobilizado levando ao aparecimento
de sintomas toxicos, mesmo depois de cessada a exposicdo (SARYAN e SENZ,
1994). O chumbo é eliminado do organismo pela urina e fezes (excrecgao biliar),
podendo também, ser excretado através do leite materno. Diferencas na absorgao
intestinal, metabolismo ésseo e o rapido desenvolvimento do sistema nervoso

central podem levar a uma absorcio cinco vezes maior do chumbo nas criancas em



relagéo aos adultos (LOCKITCH, 1993).

A absorg¢ao do chumbo no organismo sofre a influéncia de varios fatores, tais
como a concentragdo e tempo de exposicdo ao metal e propriedades fisico-
quimicas do chumbo (tamanho da particula e a solubilidade do composto). Além
disso, deve-se levar em conta fatores relacionados a dieta e ao estado nutricional do
organismo exposto (MIDIO e MARTINS, 2000). Uma ingestao baixa de calcio,
fésforo, ferro e proteinas podem provocar um aumento na absor¢ado de chumbo
(WHO, 1995). Por outro lado, a vitamina C reduz a absor¢cdo de chumbo,
provavelmente por facilitar a absorgéao do ferro (MIDIO e MARTINS, 2000). Fatores
relacionados ao individuo como a constituigdo genética, o estado fisiolégico e a

idade, também influenciam na absorgdo do chumbo (KLASSEN, 1991).
1.2.2 Toxicodinamica do chumbo

Alteracdes bioquimicas

O ion chumbo (Pb?*), assim como o ion cadmio (Cd?*) e o ion mercurio (Hg*"),
possuem uma forte afinidade por sulfidrila (-SH). Esta interag&o resulta em deplegéo de
glutationa (SAXENA e col., 2005), além da inibicao da atividade de enzimas envolvidas
no metabolismo deste tripeptidio, como a glutationa redutase (GR), glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD) e glutationa-S-transferase (GST) (SIVAPRASAD e col., 2004).
A atividade da enzima acido d-aminolevulinico desidratase (ALAD), também ¢ inibida
pelo chumbo (ASTRIN e col., 1987) por meio da oxidagdo de grupos ti6l da enzima
(ASTRIN e col., 1987). A ALAD é uma metaloenzima composta de oito subunidades
idénticas e oito atomos de zinco (TSUKAMOTO e col., 1979; TSUKAMOTO e col,,
1980; JAFFE e col., 1984). Os atomos de zinco sdo essenciais a atividade enzimatica.
Os atomos de chumbo substituem os de zinco que sao necessarios a atividade da
ALAD (TSUKAMOTO e col., 1979), aumentando o risco de pessoas expostas ao metal
desenvolverem anemia.

Além da afinidade por sulfidrilas, o chumbo também pode interferir na agao de
minerais como o calcio, por apresentar propriedades quimicas semelhantes a este
metal alcalino. O chumbo pode afetar o sistema nervoso (SILBERGELD e ADLER,
1978), promovendo mudangas na liberagcdo de neurotransmissores, ativacdo da

proteina quinase C (proteina com dominio de ligacao para o calcio) e na inibicdo da



captacao de glutamato nos astrécitos (GODWIN, 2001). A longa exposi¢cao ao metal
pelas criancas pode causar uma série de disfungcbes neuroldgicas, incluindo a
reducdo da capacidade intelectual (JUSKO e col., 2008). Entretanto, outras
alteracbes também associadas a exposicdo ao chumbo incluem: alteracdo do
metabolismo da vitamina D, redugdo do crescimento, reducdo da sintese de
hemoglobina, encefalopatia, nefropatia e incidéncia aumentada de doencas
cardiovasculares (MANTON e col.,, 2000; SCHWARTZ, 1991; DEKORT e
ZWENNIS, 1988; KOPP e col., 1988).

1.3 Estresse oxidativo

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo geradas pela agdo de xenobioticos
e como consequéncia de processos metabdlicos (FINDLAY e col., 2005). Pelo fato
da molécula de oxigénio ser um bi-radical (possuir dois elétrons livres nos orbitais p
antiligantes), o oxigénio reage preferencialmente com moléculas de configuragao
eletrébnica semelhante. Como a maioria das biomoléculas ndo sdo bi-radicais, o
oxigénio fica impedido (por restricdo de "spin") de reagir com as mesmas, evitando
assim que alvos celulares importantes sejam lesados (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1991; SIES, 1986). No entanto, o oxigénio pode dar origem a
diversas espécies reativas, seja por absorcdo de energia ou por transferéncia de
elétrons. Na forma de oxigénio singlete a restricdo de "spin" desaparece, conferindo-
Ihe um maior poder oxidante (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1991).

Uma outra via de formagao de EROs, consiste na redugao unieletrénica do
oxigénio a agua, na qual a entrada de 4 elétrons na molécula de oxigénio promove o
aparecimento do radical superoxido (O2”), peréxido de hidrogénio (H2O.) e do
radical hidroxil (OH™), intermediarios parcialmente reduzidos do oxigénio molecular
conforme o esquema mostrado abaixo(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1991):

02 —> 02*-—) HzOz—) HO*-—) H20

O H,0, atravessa facilmente as membranas celulares e ao receber mais um
elétron, normalmente proveniente do ferro ou do cobre, origina o radical hidroxil
(reagdo de Fenton). Este ultimo é, entre as espécies radicalares conhecidas, uma

das mais reativas. Estas espécies reativas de oxigénio para se estabilizarem devem



doar ou receber elétrons de uma ou outra molécula, tornando esta ultima uma
especie também radicalar. A consequéncia deste processo € a oxidagdao de
fosfolipideos de membranas celulares, do DNA e de proteinas (DURAN e
CADENAS, 1987). Portanto, a toxicidade do oxigénio, em praticamente todas as
células aerdbias, decorre da formagao de EROs que podem interagir com diversas
biomoléculas, com o objetivo de se estabilizarem lesando diferentes estruturas
celulares (DURAN e CADENAS, 1987).

Espécies reativas de oxigénio estdo associadas a um grande numero de
patologias que afetam o ser humano. Estas espécies participam tanto das reacdes
inflamatorias como também de mecanismos de transducéao de sinais, atuando como
segundos mensageiros para manter diversas fungdes celulares. Portanto, o
equilibrio entre a formacédo e a remogao destas espécies no organismo, deve ser
rigorosamente regulado, de modo a manter a fisiologia normal das células. O
desequilibrio entre a formacgéo e a remo¢ao das EROs no organismo, decorrente da
diminuicao dos antioxidantes endégenos ou do aumento da geragao de EROs, gera
um estado pré-oxidante que favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas em
macromoléculas e estruturas celulares, podendo resultar inclusive na morte celular.
Este desequilibrio ¢é definido como estresse oxidativo (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1991).

A homeostase entre a formagédo e a degradagao de EROs no organismo é
mantida por moléculas e proteinas antioxidantes que removem as EROs e
restauram o balango redox (FINDLAY e col., 2005). As principais enzimas
antioxidantes na célula incluem a superédxido dismutase (SOD), que catalisa a
conversdo do radical superoxido a peroxido de hidrogénio, catalase (CAT) que
reduz o H,O, a agua e oxigénio e a glutationa peroxidase (GPx-1) que catalisa a
redugdo de H,0O, usando glutationa (GSH) como cofator (NORDBERG e ARNER,
2001; FINDLAY e col., 2005).

A producgdo de EROs e o estresse oxidativo tém sido apontados como causa
do dano tecidual induzida pelo chumbo no figado, cérebro, rins e em outros 6rgaos
(PATRA e col., 2001; SIVAPRASAD e col., 2002).

Tandon e col. (2002) relataram que em ratos expostos a 2000 ppm de
chumbo (acetato de chumbo 0,2%) na agua de beber, durante nove semanas,
ocorreu uma inibicdo da atividade da ALAD, aumento da atividade da catalase,

elevacdo dos niveis de malondialdeido (MDA) e glutationa oxidada (GSSG), e



deplecédo de glutationa (GSH) no sangue e no cérebro. De maneira semelhante,
ratos expostos diariamente de forma subcutdnea a 100 mg/kg de acetato de
chumbo durante 30 dias apresentaram um aumento na peroxidacao lipidica e
reducdo na atividade da SOD e nos niveis de GSH renal e hepatica (EL-SOKKARY
e col.,, 2005). Levander e col. (1977) e Safig-Ur-Rehman (1984), também
observaram um aumento da peroxidacdo lipidica em tecidos do figado, rins e
cérebro de roedores expostos ao chumbo. Estudos em trabalhadores expostos ao
chumbo também demonstraram aumento da concentracdo de MDA (O'FLAHERTY,
1995).

Um importante alvo de toxicidade do chumbo é o sistema hematoldgico. O
chumbo induz mudangas na composicdo das hemacias, na membrana, proteinas e
lipidios (FUKUMOTO e col., 1983) e inibe a sintese de hemoglobina (WALDRON,
1966; RATCLIFFE, 1981; MONTEIRO e col., 1989). Estudos in vitro (QUINLAN e
col., 1988) e in vivo em animais (GURER e col.,, 1998) sugerem que o dano
oxidativo induzido pelo chumbo contribui para a lesdo das hemacias na intoxicagao
pelo chumbo. Isso pode ser explicado pelo desequilibrio da balanca
prooxidante/antioxidante demonstrada em trabalhadores expostos ao chumbo
(MONTEIRO e col., 1985; SUGAWARA e col., 1991). A fonte prooxidante durante o
estresse oxidativo induzido pelo chumbo nas hemacias ndo é bem conhecida. No
entanto, varios estudos sugerem ser o ALA (acido 6-aminolevulinico) essa possivel
fonte (MONTEIRO e col., 1989). O chumbo é conhecido por inibir a enzima ALAD
resultando em acumulo de ALA durante a biossintese do heme. O ALA acumulado
sofre uma auto-oxidacao catalisada por metal levando a um aumento na formacéao
de espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como superdxidos, perdxidos de
hidrogénio e radicais ALA" (MONTEIRO e col., 1989; OTEIZA e col., 1995). Vaziri e
colaboradores (2004) observaram que em células de endotélio coronariano, e em
células do musculo vascular liso humano, incubadas com acetato de chumbo (1.0
mg/L) por 5-10 minutos, houve um aumento significativo nos niveis de superoéxido e
peréxido de hidrogénio. Entretanto, quando as células foram incubadas com acetato
de chumbo (1.0-10 mg/L) durante 60 horas, os niveis de radical superéxido voltaram
aos niveis basais, enquanto os niveis de H,O, mantiveram-se elevados. Segundo os
autores, isto se deve ao fato da superdxido dismutase (enzima que converte radicais

superéxido em peréxido de hidrogénio), possuir um mecanismo compensatério de



regulagao; a glutationa peroxidase e a catalase (enzimas que reduzem o peroxido
de hidrogénio a agua) nao possuem este mecanismo. Somando-se a isso, ha um
aumento na producdo de oxido nitrico (NO®), ocasionado pela “up-regulation” da
eNOS (6xido nitrico sintase endotelial) (VAZIRI e col., 2001), que pode contribuir
para formacdo de peroxinitrito (ONOQO’) devido a alta afinidade entre o &nion
superoxido e o 6xido nitrico.

Alguns estudos também mostraram que o peroxinitrito reage rapidamente
com selenocompostos, incluindo selenoproteinas como a glutationa peroxidase
(GPx-1) (MASSUMOTO e col., 1996).

1.4 A GPx-1 inibe a producao de espécies reativas de oxigénio

A GPx-1 é uma selenoproteina que contém um residuo essencial de
selenocisteina no seu sitio ativo. Descrita inicialmente por Mills (1957), localiza-se
principalmente no citoplasma, sendo mais abundante no figado, rins e eritrécitos.

Como proposto por Moscow e col. em 1994, o mecanismo catalitico da
glutationa peroxidase envolve a reacao desta enzima no estado reduzido [selenolato
(Ez-Se’)] com o hidroperodxido, resultando em um alcool (Ez-SeOH). Em seguida,
em uma reacao de duas etapas com glutationa (GSH) e selenossulfeto (Ez-SeSG),
o selenol reduzido € regenerado. Desta maneira ocorre inibicdo da formagao de
especies reativas de oxigénio, tais como perdxido de hidrogénio e peroxinitrito,

conforme esquema mostrado na Figura 1.

W+ GssH - ROOH+ Y
EzS .
L =
/ ROH
|Ez-SeH-GSSG] EzSeOH
[Ez-Se-SG-GSH] [EzSeOH-GSH|

{m% Ez-Se-50 /< Hal

Figura 1. Mecanismo catalitico da GPx-1 sobre a glutationa reduzida.



A glutationa redutase (GR) é a responsavel pela regeneragao da glutationa a
sua forma reduzida (GSH) na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH), tendo como objetivo impedir a paralisagdo do ciclo metabdlico da
glutationa, como mostrado na Figura 2 (MEISTER e ANDERSON, 1983).

L-Glutationa reduzida

(GSH)
H
NADP* Glutationa Glutationa 202
redutase peroxidase
(GR) (GSH-FPx) )
MADPH + HT 2H20
_ o -
N O
HODC/\N = L-Glutationa oxidada
H (GSSG)
g
.-r"'-"
Hz COOH

-2
Figura 2. Interconversao da glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela agao
das enzimas glutationa peroxidase (GPx-1), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase (GR).

O nucleo do residuo cistenilglicina da glutationa (GSH, L-g-glutamil-L-
cistenilglicina), esta envolvido na sua funcdo como antioxidante, mais
especificamente como um redutor intracelular, sendo capaz, por exemplo, de reagir
com um elétron ndo pareado de um radical livre, formando um radical GS*, que
produz, por dimerizagado, o GSSG (glutationa oxidada). O GSSG ¢, entao, reduzido
pela glutationa redutase, regenerando o GSH, num processo que utiliza NADPH
(KRETZSCHMAR, 1996). O processo pelo qual a glutationa detoxifica

hidroperéxidos € mostrado abaixo:

2 GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,0

Outro mecanismo de protecao do GSH ocorre na regeneragao da vitamina E

oxidada, no processo de detoxificacdo (Estudar este mecanismo). Portanto a
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glutationa (GSH) atua de maneira importante na protecéo celular contra mudangas
no quadro oxidativo e na defesa contra a agcao de xenobioticos. Variagdes nas
concentragbes de glutationa afetam diretamente a sintese de proteinas e de DNA
(UHLIG e WENDEL, 1992).

Na presenca de espécies reativas, GSH é oxidado rapidamente pela GPx-1 a
GSSG, resultando em diminuicdo de GSH e aumento de GSSG. A diminuicdo da
razdo GSH/GSSG é normalmente usada como indicador de estresse oxidativo
(GURER, 2004).

1.5 Polimorfismos genéticos da GPx-1 também afetam o estresse oxidativo

Dizemos que um gene €& polimorfico quando variagdes especificas da
sequéncia de bases do gene sao encontradas com freqiéncia minima de 1% em
uma populagdo. SNPs, sigla para Single-Nucleotide Polymorphisms, ou
Polimorfismos de Base Unica, sdo polimorfismos que ocorrem em apenas uma base
e representam 90% dos polimorfismos presentes nos seres humanos (BROOKES,
1999). As variagdes mais frequentes s&o substituicdes entre bases nitrogenadas de
mesma caracteristica estrutural (A/G ou G/A e C/T ou T/C), que sédo chamadas de
transigcbes. Um SNP pode ser ainda, sinbnimo ou n&o. No primeiro caso (sinbnimo),
o aminoacido codificado pelo cdédon contendo o SNP é o mesmo que aquele
codificado pelo codon sem SNP (mas o polimorfismo pode afetar a estabilidade do
MRNA codificador); no segundo caso (ndo sinbnimo), o cdédon modificado gera um
aminoacido diferente, podendo modificar a estrutura e/ou a funcdo da proteina
codificada (BROOKES, 1999).

Este é o caso de um SNP que ocorre no exon2 do gene da GPx-1, localizado
no cromossomo 3p21.3, descrito como Pro'®Leu, o que indica que a base de
namero 198 da regido do exon 2 (posigao 198 do gene da GPx-1) pode conter uma
base T (alelo mais comum que codifica 0 aminoacido Prolina) ou C (alelo mais raro,
que codifica o aminoacido Leucina) (KISS e col., 1997). Este polimorfismo tem sido
associado com risco aumentado de cancer de pulmao (RATNASINGHE e col., 2000)
e mama (HU e DIAMOND, 2003). Recentes estudos mostraram também aumento
do risco de doencgas cardiovasculares e vascular periférica em pacientes com
diabetes tipo 2 (HAMANISHI e col., 2004). Além disso, estudos clinicos mostraram

que portadores do gendtipo mais raro Leu-Leu (Leucina), apresentam maior
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frequéncia de cancer de mama (HU e DIAMOND, 2003), e pulmao (RATNASINGHE
e col., 2000). No estudo conduzido por Ratnasinghe (2000), o alelo Leu estava
presente em 58% dos individuos do grupo controle e em 71% dos individuos com
cancer de pulméo (p<0,01). Observou-se também maior prevaléncia de doencgas
cardiovasculares, vascular periférica e cerebrovasculares em individuos Pro-Leu
(Prolina-Leucina) que em individuos Pro-Pro (Prolina) portadores de diabetes tipo 2
(HAMANISHI e col., 2004).
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2 HIPOTESE

Com base nas evidéncias anteriormente citadas, hipotetizamos que
portadores do alelo C da GPx-1 poderiam estar mais suscetiveis aos danos do

estresse oxidativo induzido pela exposi¢gao ambiental ao chumbo (Pb).
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3 OBJETIVOS

Baseado nesta hipdtese, este estudo teve como objetivos:

A) Avaliar os efeitos da intoxicagdo ambiental ao chumbo sobre o estresse
oxidativo em populacédo exposta ambientalmente;

B) Verificar a freqiiéncia alélica do polimorfismo Pro'®Leu nesta mesma
populacao;

C) Avaliar os efeitos do polimorfismo Pro'®Leu da Gpx-1 sobre o estresse

oxidativo, em individuos ambientalmente expostos ao chumbo;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Selegao dos voluntarios e coletas sangiiineas

O projeto desta pesquisa foi aprovado pela comissdo de ética da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo. Foram selecionados
voluntarios adultos residentes na cidade de Bauru, no Estado de Sao Paulo, que no
momento da coleta moravam préximos a uma fabrica de baterias e aceitaram
participar do estudo. Os participantes foram devidamente orientados a respeito dos
objetivos desta pesquisa e assinaram o termo de consentimento, resultando em um
total de 127 voluntarios. As amostras de sangue venoso (18mL) foram coletadas
pela equipe da Prof. Dra. Marilia Buzalaf (Faculdade de Odontologia de Bauru da
Universidade de Sdo Paulo/FOB-USP). Todos os voluntarios estavam em jejum de
12 horas. O sangue foi coletado por sistema a vacuo em trés tubos (6 mL cada,
Vacuntainer® BD), sendo dois tubos com heparina livre de metais (Metal free
Vacuntainer® BD) para analises de chumbo e um tubo com EDTA para as
avaliacbes hematoldgicas e genotipagens. A primeira coleta foi utilizada para
determinar a quantidade de chumbo no sangue e a segunda para determinagao dos
niveis de chumbo no plasma. As amostras sanguineas foram imediatamente
centrifugadas (800 xg por 6 min) para separagao do plasma do sangue total. Cada
fragdo de plasma foi pipetada em dois tubos tipo eppendorf® (1,5mL) e

imediatamente congelada a -80°C até a realizagcao das analises.

4.2 Determinagao das concentragoées de chumbo no sangue total

A determinacdo de chumbo em sangue total foi realizada conforme o método
proposto por Zhou e cols (2002). Foi utilizado um espectrometro de absorgao
atbmica marca Varian modelo SpectrAA 220 com forno de grafite. Todas as
determinagdes foram realizadas em 283.3 nm, usando lampada de catodo oco como
fonte de radiagdo e monocromador com fenda para 0,7 nm. As determinagdes foram
realizadas sempre em area de pico. Resumidamente, 100 yL de cada amostra de
sangue total foram diluidas na proporgcéo de 1:10 em uma solugao contendo 0,2 %
v/v HNO3; + 0,5% de Triton X-100. Desta mistura resultante, foram retirados 12 uL e
imediatamente injetados no forno de grafite, com tubo de grafite cuja plataforma

havia sido previamente revestida com tungsténio e rédio (W - Rh). A calibragao foi
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realizada utilizando solugdes aquosas de chumbo. O limite de detecgao do método
foi de 0,7 ug/L Pb.

4.3 Determinagao das concentragées de chumbo no plasma

A determinagdo de chumbo no plasma foi realizada utilizando o método
proposto por Schutz e cols (1996). Foi utilizado um espectrémetro de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), marca Perkin-ElImer modelo Elan 6100.
Resumidamente, 300 uL de plasma foram diluidos 1:10 com solu¢cdo contendo
amonia (0,04 mol/L), Na;EDTA (200 mg/L) e Triton X-100 (100 mg/L). O limite de
deteccgédo foi de 0,001 pg/L Pb.

Os niveis de ferro no plasma também foram determinados nas amostras dos

voluntarios, para verificagdo de hemdlise.

4.4 Reagentes e solugodes

Agua deionizada de alta pureza (resistividade 18,2 M Q.cm) obtida pelo
sistema Milli-Q (Millipore®) foi utilizada em todo o trabalho. Foi também utilizado
acido nitrico destilado em temperatura inferior a de ebulicdo, empregando destilador
de quartzo da Kirner Analysentechnik para eliminagdo de impurezas de chumbo.
Todas as solugcbes foram armazenadas em frascos de polietileno. Copos do
autoamostrador e materiais de vidro foram todos mergulhados em solugdo contendo
20% v/v HNO3 por 24 h, lavados 5 vezes com agua Milli-Q e secos em capela de
fluxo laminar classe 100. Todas as operacbes para preparo das solugdes de
referéncia de chumbo foram realizadas em sala limpa classe 10000, pertencente ao
Centro de Energia Nuclear na Agricultura - USP (CENA- Piracicaba/SP).

Foi utilizada uma solucdo estoque padrdo de Pb contendo 1,0 gL'1 Pb
(Perkin-Elmer, Inc.) padronizada pelo “National Institute of Standards and
Technology” (NIST).

Para a determinagdo de chumbo em sangue total, solugdes de referéncia de
Pb em concentracbes de 0,0; 25,0; 50,0 e 100,0 ng'1 Pb foram preparadas pela
diluicdo 1+9 com solugédo contendo 0,2 % v/v HNO3z + 0,5 % v/v Triton X-100 de
solucdes estoque intermediarias.

Para a determinacdo de chumbo em plasma sanguineo, solugdes de
referéncia de Pb em concentracbes de 0,0; 10,0; 25,0; 50,0 ng'1 Pb foram

preparadas em solucido contendo amoénia, EDTA e Triton X-100.
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4.5 Materiais de referéncia para controle dos resultados de chumbo

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

Materiais de referéncia de soro humano, contendo chumbo, provenientes da
Seronorm (Seronorm Trace Elements Serum, Oslo, Noruega), foram analisados
previamente e posteriormente a analise de um grupo de 10 amostras das usadas no

estudo, para controle dos resultados obtidos.

4.6 Determinagao das concentragoes de MDA e carbonilas

4.6.1 MDA

A quantificagdo do MDA foi realizada no plasma de 84 dos 127 participantes
do estudo por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com
deteccao visivel (VIS), segundo a metodologia de Grotto et al.16. O equipamento
utilizado foi o sistema cromatografico Knauer®,
modelo WellChrom, com bomba quaternaria, reservatério de solventes, misturador,
degaseificador para solventes, injetor manual com amostrador de volume fixo de 20
ML e detector UV-VIS. O controle cromatografico, a coleta e o processamento dos
dados foram realizados usando o programa Eurochrom 2000 Software®, edigcéo
basica 2.05 para Windows. A separac¢ao cromatografica foi feita utilizando coluna de
fase reversa C18 Eurospher-100 150 x 4 mm com poro de 5 um de tamanho e pré-
coluna Eurospher-100 5 x 4 mm com poro de 5 ym de tamanho. A fase moével
consistiu-se de uma mistura de 2,5 mM de KH2PO4 — pH 7,0 e Metanol (50:50 v/v),
eluigdo isocratica com fluxo de 0,6 mL/min. A absorbéancia do eluente foi monitorada
a 532 nm e o tempo total de analise foi de 8 min. A coluna foi aquecida a 40 °C pelo

sistema termostatizado Chromacon®.
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4.6.2 Carbonilas

A carbonilagdo de proteinas séricas foi quantificada pelo método de Levine
modificado [Levine, R.L.; Garland, D.; Oliver, C.N., et al. 1990. Methods Enzymol,
186: 464-478.]. As proteinas totais no soro foram quantificadas pelo método do
biureto, e posteriormente diluidas com agua destilada ou deionizada até obter uma
concentracédo de 10 mg/ml. Em seguida, 500 pl do soro diluido foram precipitados
com 250 ul de acido tricloroacético 10% (TCA) e centrifugados a 1500 rpm por 5
min, com posterior descarte do sobrenadante. Ao precipitado de proteinas foi
adicionado 250 ul de 2, 4- dinitrofenilhidrazina (DNPH) na concentracédo de 10
mmol/L (diluido em HCI 2 mol/L), a seguir esta solugao foi homogeneizada no vortex
e em seguida deixada em repouso ao abrigo de luz por 30 minutos. Apds este
periodo, foi adicionado 0,5 ml TCA 10% a solugcdo de proteinas e apds
centrifugacdo a 1500 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado. O
precipitado foi lavado 3 vezes com 1 ml de solugédo de etanol/etilacetato (1:1). Apds
procedimento de lavagem o precipitado foi dissolvido em 1,5 ml de uma solugao
diluidora para proteinas (HEPES) e incubado em banho maria a 37°C por 10 min. A
intensidade de cor da solugao resultante foi determinada usando espectrofotémetro

a 370 nm. Os resultados foram expressos em nmol/mg proteina.
4.7 Determinagao do polimorfismo Pro'?®Leu da GPx-1.

4.7.1 Extracdo do DNA gendmico

O DNA genbmico foi extraido do sangue utilizando-se o método da
proteinase K de acordo com o proposto por Miller e col. (1988). Em resumo, o
sangue (900 pL) foi lisado com 900uL de Tampéo Red Blood Cell Lysis (Tris.Cl 2%,
PH 7,6) e posteriormente incubado a temperatura ambiente por 10 min em tubos
plasticos de 2 mL (tipo eppendorf®) invertendo-se ocasionalmente. Em seguida os
tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 20 seg. Apos descarte do sobrenadante,
foi adicionado 600 yL de Tampéao Cell Lysis (Tris.Cl 1%, SDS 0,1%; EDTA 0,5M -
pH 8.0) a 4°C, seguido novamente de homogeneizagao, invertendo os tubos de 30
a 50 vezes (precipitacdo SDS). Este processo lisa os eritrocitos, remove a
hemoglobina e lisa os leucocitos, preservando o DNA nuclear. Em seguida, foram

adicionados 3 L de proteinase K (20 mg/mL) incubando em banho maria a 55°C
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por 16 h. Posteriormente, foram adicionados 200 uL de Acetato de Potassio (5M) e
incubado em gelo por 5 min. Neste momento, ocorre a formagao de um precipitado
de proteina. Em um novo tubo plastico de 2 mL foi adicionado o sobrenadante e 600
ML de alcool isopropilico e centrifugado a 3000 rpm por 1 min. descartando o
sobrenadante. Posteriormente, foram adicionados 600 uL de etanol a 70% (4°C)
para precipitacdo do DNA. Apds a evaporagao do etanol a temperatura ambiente
por aproximadamente 15 min, o precipitado de DNA foi redissolvido em 50 yL de TE
(Tris.Cl 1M; EDTA 0,5M - pH 7,6). A quantificacdo do DNA foi realizada pela
determinacao espectrofotométrica da concentracdo do DNA nas absorbéancias de
260 e 280 nm (Rel 260/280).

4.7.2 Reacgao de Polimerase em Cadeia - PCR

Foram utilizados 500 ng de DNA gendmico para esta reagdo. O PCR foi
realizado em um volume final de reacado de 25 L, contendo 0,5uM de cada primer
(sense: 5- TGG AGA GTG CTG GTG TAC CCC A - 3’; antisense: 5- GCC TCC
ACC CCC ACC CTG TC -3’) 200uM de cada dNTP, 1X Tampao de PCR fornecido
pela Invitrogen Corp (10mM Tris-HCI, pH 8,8, 50mM KCI), 1,25mM MgCl, e
2,5Unidades de DNA Taq polymerase (Biosystems, Curitiba, Brasil). As condi¢des
de PCR foram as seguintes: pré-desnaturacdo a 94°C por 4 min, seguido por 35
ciclos de desnaturacédo a 94°C por 30 segundos, anelamento de primers a 69°C por

30 segundos e sintese a 72°C por 1 min.

4.7.3 Digestao do produto de PCR amplificado

O produto amplificado foi digerido durante 4 horas com a endonuclease Apal
a 25°C. Foram utilizadas 5U de Apal, diluido 1X o tamp&o da enzima fornecido pelo
fabricante (50mM NaCl, 10mM Tris-Cl, 10mM MgCl,, 10mM ditiotriol, pH 7,9)
(Biolabs Inc, New England), para digerir 5 uL de produto de PCR, em um volume
final de 10 pL.

4.7 .4 Eletroforese e visualizacao

Os fragmentos foram separados por eletroforese vertical em gel de
poliacrilamida a 12% m/v. As condi¢des de corrida foram: 300V, 50W e 20mA, por 2
a 3 horas. Foi utilizado TBE (Tris base com EDTA) como liquido de corrida e tampao

de amostra a base de azul de bromofenol, sacarose e glicerol (0,25%, 40%, 40%,
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respectivamente). A visualizacdo foi realizada com coloragdo pela prata. Em
resumo, o gel foi submetido a uma solucao de fixagdo de DNA (1% de acido acético
em uma solucao de etanol a 10%) durante 10 min. Esta solugao fixa o DNA ao gel
de poliacrilamida. Em seguida o gel foi submetido a uma solugdo aquosa de nitrato
de prata (AgNO3 0,2% m/v) durante 30 min. O nitrato de prata desta solucéo, fixa-se
fortemente ao DNA. Apds este periodo o gel foi lavado duas vezes com agua
corrente para retirada do excesso da solugdo de prata. Em seguida o gel foi
revelado com solugdo aquosa de hidroxido de sodio com formaldeido como
catalisador (NaOH 3% m/v, CHOH 1% m/v). Esta solugdo reage com o nitrato de
prata precipitando a prata e formando nitrato de sddio e agua. Desta forma pode-se
visualizar as bandas de DNA com prata, uma vez que esta € rapidamente oxidada
pelo oxigénio atmosférico formando uma coloragdo fortemente escura. Os
individuos com gendtipo GPx-1 Leu-Leu (Leucina) apresentam somente uma banda
de 222 pb; os com gendtipo GPx-1 Pro-Leu (Prolina-Leucina) apresentam
fragmentos de 175 e 222 pb; individuos com gendtipo GPx-1 Pro-Pro (Prolina)
apresentam apenas uma banda com tamanho de 175bp.

222 pb

175 pb

A B C

Fig. 3 Genotipagem do polimorfismo da GPx-1. Os produtos de PCR sé&o digeridos por enzima
de restrigao (Apal) produzindo diferentes fragmentos.  A: Pro-Leu, B: Leu-Leu, C: Pro-Pro.
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4.8 Analise dos resultados

4.8.1 Equilibrio de Hardy-Weinberg

O equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado para a frequéncia de gendtipos
com teste de qui-quadrado, utilizando o software Bioestat 3.0 (AYRES e AYRES,
2003).

4.8.2 Analise estatistica

Os voluntarios foram divididos em grupos de acordo com os gendtipos (TT e
TC + CC) e concentragdes de chumbo no sangue (< 10 ug/dL e > 10 ug/dL) para as
comparacgdes estatisticas entre as diversas variaveis em estudo. Os genotipos TT e
TC + CC da GPx-1, foram avaliados para diferencas entre as caracteristicas dos
individuos (Tabela 1), Pb_S, Pb_P, fragdo Pb_P/Pb_S (%), MDA e proteina
carbonilada, com o teste (ANOVA, one way) “T” (Student’s t test) utilizando o
software GraphPad PRISM (GraphPad Prism, Software Inc., San Diego, CA, USA).
Para o estudo de frequéncia genotipica e alélica (%) entre brancos e negros utilizou-
se o teste de chi-quadrado. Para os estudos de associacdo entre variaveis foi
aplicada correlagdo de Pearson apds os dados terem sido normalizados (aplicagao
de log).Todos os resultados sado aqui apresentados como média = desvio padréao

(média = DP). Foi considerado estatisticamente significativo p < 0,05.
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5 RESULTADOS

A idade dos voluntarios deste estudo variou entre 16 a 80 anos (média 35
anos), sendo 28 homens e 56 mulheres. Os valores de chumbo no sangue variaram
de 10,0 a 221,0 pg/L com média de 64,4 + 36,6 ug/L e mediana de 59,0. Os valores
de chumbo no plasma variaram de 0,02 a 2,05 ug/L, com média de 0,50 + 0,46 ug/L
e mediana 0,35. A razdo chumbo plasma/chumbo sangue apresentou variagdo de
0,07 a 2,44, com média de 0,76 = 0,60 e mediana de 0,61. Os valores de MDA
variaram de 2,6 a 9,5 yM, com média de 4,73 £ 1,37 uM e mediana de 4,6. Ja os
valores de proteina carbonilada variaram de 0,18 a 2,58 nmol/g de proteina, com
média de 1,05 £ 0,51 nmol/g de proteina e mediana de 0,90.

Parametros hematolégicos como hemoglobina e hematdcrito também foram
avaliados apresentando valores de 10,3 a 17,1 g/dL, com média de 13,9 + 1,3 g/dL
e mediana de 13,8 para hemoglobina, e 31,8 a 55,3%, com média de 41,6 +4,3% e
mediana de 41,5 para o hematdcrito. Dos individuos estudados 72,4% eram nao
fumantes, enquanto 27,6% eram fumantes.

A Figura 1 mostra a relagao entre o Pb_S e o MDA para todos os voluntarios

deste estudo. Nao foi observada correlagao entre estas variaveis.
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Figura 4. Relacdo entre Pb_S e MDA para todos voluntarios deste estudo
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Em um estudo subsequente, os voluntarios foram divididos em dois grupos:
(i) =10,0 ug/dL de chumbo no sangue; (ii) > 10,0 pg/dL de chumbo no sangue. Neste
caso os voluntarios apresentaram para hemoglobina, média de 13,90 + 1,34 g/dL e
14,04 £1,08 g/dL, respectivamente; para o hematocrito os mesmos apresentaram
média de 41,62 £ 4,15% e 42,40 £ 4,13%, respectivamente. A pressdo sanguinea
diastdlica verificada apresentou média de 74,4 + 13,1 mm/Hg e 71,8 £+ 12,5 mm/Hg,
respectivamente; enquanto a pressdo sanguinea sistolica apresentou média de
117,1 £ 17,6 mm/Hg e 115,1 £ 17,0 mm/Hg, respectivamente. Ja a razdo chumbo
plasma/chumbo sangue apresentou média de 0,85 £ 0,41 e 0,94 £+ 0,32,
respectivamente. Os valores de MDA apresentaram média de 4,73 £ 1,40 uM e 4,74
+1,27 uM, respectivamente. Ja os valores de proteina carbonilada apresentaram
média de 1,04 +£0,54 nmol/g de proteina e de 1,05 £0,32 nmol/g de proteina,
respectivamente.

Nao foi observada diferenga estatistica significativa entre os grupos com

maior e menor quantidade de chumbo no sangue (Tabela 1).

Tabela1. Estatistica descritiva dos voluntarios em estudo de acordo com as

concentragdes de chumbo em sangue. Os valores sao expressos em média + DP.

Geral <10 pg/dL >10 pg/dL v/5i0r de

Par ametr os .
(n=84) (n=70) (n=14) p

Hemoglobina (g/dL) 13,92+ 1,33 13,90+ 1,34 14,04 +1,08 NS

Hematdcrito (%) 41,64 +4,33 41,62+4,15 42,40+4,13 NS

Pressao sanguinea diastdlica (mm/Hg) 73,8+12,9 744+131 718+125 NS

Pressao sanguinea sistélica (mm/Hg) 116,8+17,5 117,1+17,6 1151+17,0 NS

Pb-P/Pb-S (%) 0,76 0,60 0,85+0,41 0,94+0,32 NS

MDA (uM) 473+1,37 4,73+x1,40 4,74+1,27 NS

Proteina Carbonila (nmol/g de proteina) 1,05+ 0,51 1,04+0,54 1,05+0,32 NS

*teste t
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Posteriormente, foi realizada a genotipagem para o polimorfismo Pro'®Leu
da GPx-1 nos 127 voluntarios e os mesmos apresentaram a seguinte distribuicao:
68 individuos com genotipo GPx-1 TT (53,5%), 51 com gendtipo GPx-1 TC (40,2%)
e 8 com gendtipo GPx-1 CC (6,3%). Esta distribuicdo de gendtipos mostrou-se em
acordo com a lei de Hardy - Weinberg (P=0,71) (Tabela 2). As frequéncias alélicas

para os alelos T e C da GPx-1 foram 0,73 e 0,27, respectivamente.

Tabela 2. Resultados do teste de equilibrio de Hardy - Weinberg.

Gendétipo Teste qui
GPX-1 n (obs.) n (exp.) quadrado
TT 68 68.83
TC 51 49,32 P=0,71
ccC 08 8,83

127

A Tabela 3 mostra a frequéncia dos gendtipos e dos alelos em negros (n=48)
e brancos (n=79) para o polimorfismo Pro'®Leu da GPx-1 na populacdo estudada
neste projeto e do projeto Hapmap. A distribuigdo dos gendtipos mostrou-se em

acordo com a lei de Hardy - Weinberg (P>0,05).

Tabela 3. Frequéncia genotipica e alélica (%) em dois grupos étnicos estudados e

do projeto HapMap (International HapMap Project, 2007).

ESTE ESTUDO PROJETO HAPMAP #
Gendtipo Negros Brancos Negros Brancos
TT 44,3 58,0* 54,2 67,7
TC 52,9 31,3* 41,7 25,8
cc 2,8 10,7* 4,1 6,5
T 70,7 73,7 75,1 80,6
C 29,3 26,3 25,0 19,4

# Os negros sdo de Yoruba em Ibadan, Nigéria e os brancos sado residentes em Utah com
ancestrais do norte e oeste da Europa. N = nimero de individuos. p<0.05 comparados aos negros.
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Em seguida, os voluntarios foram novamente divididos em dois outros grupos
separados pelos gendtipos T (TT) e C (TC+CC): (i) grupo nao portador do alelo C e
(ii) grupo portador do alelo C. Os voluntarios dos grupos i e ii apresentaram niveis
de hemoglobina de 13,91 £ 1,47 g/dL e 13,90 + 1,16 g/dL, respectivamente. Ja para
o hematdcrito os valores observados foram de 41,82 +4,82% e 41,43 +3,78%,
respectivamente. A pressdo sanguinea diastdlica foi de 75,8 + 13,0 mm/Hg e 71,8
+ 12,7 mm/Hg, respectivamente e a pressao sanguinea sistolica de 116,9 + 17,2
mm/Hg e 116,5 £ 17,9 mm/Hg, respectivamente.

Os valores de chumbo no sangue foram de 66,40 + 4,10 ug/L; 62,10 = 3,09
ug/L, para os grupos | e ii, respectivamente. Os valores correspondentes de chumbo
no plasma foram de 0,53 £ 0,50 ug/L; 0,47 + 0,40 ug/L, respectivamente. Ja a razao
de chumbo plasmatica apresentou os valores de 0,80 + 0,68 para o grupo i e 0,72
0,49 para o grupo ii. A Tabela 4 sumariza os valores encontrados para os
parametros avaliados neste estudo. Os valores sdao apresentados na forma de
meédia + desvio padréo.

Nenhuma diferenga estatistica significativa foi encontrada na idade,
parametros hematoldgicos, pressao arterial, habito de fumar, concentragbes de Pb
nos diversos marcadores de exposi¢cao e estresse oxidativo entre os voluntarios dos

grupos i e ii.
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Tabela 4. Estatistica descritiva dos voluntarios participantes do estudo de acordo

com o genotipo. Os valores sdo expressos em média + desvio padrao.

Geral GPx-1T GPx-1C
Parametros Valor de p*
(n=84) (n=45) (n=39)
Idade 35,06 £ 12,17 36,70 + 10,22 33,10 £ 13,97 NS
Hemoglobina (g/dL) 13,92+1,33 13,91+1,47 13,90+ 1,16 NS
Hematdcrito (%) 41,64 +4,33 41,82+4,82 41,43+3,78 NS
Pressao sanguinea diastolica
73,8+129 758+13,0 71,8+127 NS
(mm/Hg)
Pressao sanguinea sistélica
116,8+ 17,5 116,9+17,2 116,5+17,9 NS
(mm/Hg)
Pb-S (ug/L) 64,40+ 36,6 66,40+4,10 62,10 + 3,09 NS
Pb-P (ug/L) 0,50+046 0,53+0,50 0,47 +0,40 NS
Pb-P/Pb-S (%) 0,76 £0,60 0,80+0,68 0,72+0,49 NS
MDA (uM) 473+137 486+1,39 4,58+1,36 NS
Proteina Carbonilada (nmol/g
1,05+0,51 1,00+0,50 1,09+0,54 NS
de ptn)
Fumantes (%) 27,6 15,8 11,8 NS
N&o-fumantes (%) 72,4 37,8 28,3 NS

NS= ndo significante. *teste t.
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Em um estudo posterior, os voluntarios foram subdivididos em quatro grupos
de acordo com as concentracdes de chumbo no sangue e a presencga do alelo C: (i)
grupo nao portador do alelo C e com concentragbdes de Pb_S < 10,0 pg/dL; (ii) grupo
portador do alelo C e com concentragbes de Pb_S < 10,0 pg/dL; (iii) grupo néo
portador do alelo C e com concentragdes de Pb_S > 10,0 ug/dL e (iv) grupo
portador do alelo C e com concentragbes de Pb_S > 10,0 ug/dL. Foram também

avaliadas para estes grupos, possiveis diferengas estatisticas (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5. Estatistica descritiva dos voluntarios participantes do estudo com Pb_S <
10,0 pg/dL.

Parametros Grupo T (n=35) Grupo C (n=34) p*

Pb_S (ug/dL) 5,01 £2,04 5,28 + 1,83 NS

Pb_P (ug/dL) 0,32 £ 0,26 0,37 £ 0,29 NS

Pb_P/Pb_S (%) 0,72+0,73 0,69 £ 0,51 NS

MDA (uM) 4,88 + 1,46 4,56 + 1,36 NS

Proteina carbonilada (nmol/g de 1,07 £ 0,58 1,00 £ 0,52 NS
proteina)

Presséo Sistdlica 118,6 + 18,4 114,0 + 16,1 NS

Presséo Diastélica 76,9+ 13,6 69,9+ 12,1 NS

NS= nao significante. *Mann-Whitney test. Dados apresentados como média + DP.

Nenhuma diferenga estatistica significativa foi encontrada nas concentragdes
de Pb, MDA e proteina entre os voluntarios dos grupos i, ii, iii e iv com

concentragbes de Pb_S < 10,0 ug/dL.
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Tabela 6. Estatistica descritiva dos voluntarios participantes do estudo com Pb_S >
10,0 ug/dL.

Parametros Grupo T Grupo C p*
(n=10) (n=5)

Pb_S (ug/dL) 12,36 + 4,47 12,54 + 2,42 NS

Pb_P (ug/dL) 1,29 + 0,40 1,11+ 0,43 NS

Pb_P/Pb_S (%) 1,08 + 0,30 0,91 +0,32 NS

MDA (uM) 478 +1,15 4,68 + 1,51 NS

Proteina carbonilada (nmol/g de 1,13+ 0,34 0,93 +0,23 NS
proteina)

Presséo Sistolica 116,1 + 16,9 118,1 £ 19,2 NS

Presséo Diastdlica 752+129 73,0+ 13,3 NS

NS= nao significante. *"Mann-Whitney test. Dados apresentados como média + DP.

Novamente, nenhuma diferenga estatistica significativa foi encontrada nas
concentracdes de Pb, MDA e proteina carbonilada entre os voluntarios dos grupos i,
de MDA e proteina carbonilada, entre os portadores do alelo C com Pb_S < 10,0
pg/dL e Pb_S > 10,0 pg/dL também nao foi observada diferenga estatistica (p=0,86

e p=0,77, respectivamente).
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foi observada uma concentracdo média de chumbo no sangue
igual a 6,44 + 3,66 pg/dL. Apesar das concentracdes de chumbo encontradas nesta
populacdo terem sido baixas, estudos experimentais e clinicos mais recentes
mostram uma relagdo entre concentragdes baixas de chumbo no sangue (inferiores
a 10,0 pg/dL) e aumento do estresse oxidativo (GONICK e col., 1997; VAZIRI e col.,
1999), levando alguns pesquisadores a questionarem se existe um limite de
seguranga para exposicdo ao chumbo e se o mesmo nado deve ser revisto.
Entretanto, nosso estudo nao observou diferengca estatistica em relacdo aos
parametros de estresse oxidativo avaliados (MDA e proteinas carboniladas) entre
individuos com concentragao de chumbo no sangue inferior a 10,0 pg/dL e aqueles
com Pb >10 pg/dL. Nenhuma correlagdo entre Pb_S e MDA para os voluntarios
deste estudo foi também observada. Isto pode ter ocorrido devido ao pequeno
nuamero de voluntarios com concentragbées maiores que 10 pg/dL de chumbo no
sangue ou gragas a um fator genético que poderia estar modulando esta relagao.

Nosso grupo de estudo tem observado a influéncia de polimorfismos
genéticos sobre os niveis de chumbo no sangue, chumbo no plasma e da fragao
%Pb_P/Pb_S de individuos expostos ambientalmente a este metal na cidade de
Bauru-SP. Recentemente, foi observado que o polimorfismo G'’C da ALAD
(segunda enzima da via biossintética do heme, catalisa a condensagao assimétrica
de duas moléculas de acido &-aminolevulinico (ALA) para formar porfobilinogénio,
um precursor do heme) influencia os niveis destes indicadores biolégicos de
exposicao. Portadores do gendtipo ALAD1-2/ALAD2-2 apresentaram niveis Pb_P e
a fracdo %Pb_P/Pb_S aumentados, quando comparados com voluntarios de
genotipo ALAD1-1 (MONTENEGRO e col., 2006). A fonte prooxidante durante o
estresse oxidativo induzido pelo chumbo nas hemacias ndo é bem conhecida. No
entanto, varios estudos sugerem ser o ALA essa possivel fonte (MONTEIRO e col.,
1989). O chumbo é conhecido por inibir a enzima ALAD (acido 3-aminolevulinico
desidratase) resultando em acumulo de ALA durante a biossintese do heme. Este
ALA acumulado sofre uma autooxidagdo catalizada por metal levando a um

aumento na formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), tais como
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superoxidos, perdxidos de hidrogénio e radicais ALA® (MONTEIRO e col., 1989;
OTEIZA e col., 1995).

Neste estudo hipotetizamos que portadores do alelo C da GPx-1 poderiam
estar mais susceptiveis aos danos no estresse oxidativo induzido pelo chumbo que
portadores do alelo menos raro T.

A GPx-1 é uma enzima antioxidante dependente de selénio, cujo gene esta
localizado no cromossomo 3p21, estudos tém mostrado que a suplementacao de
selénio aumenta a expressao da GPx-1, aumenta a capacidade antioxidante da
célula, diminuindo entdo o estresse oxidativo intracelular (SAEDI e col., 1988;
CHADA e col., 1989).

O presente estudo mostrou que a freqiéncia do alelo T (que codifica o
aminoacido Prolina na GPx-1) nos voluntarios, foi de 73% enquanto a freqiéncia do
alelo C (que codifica o aminoacido Leucina) foi de 27%. Estudos recentes tém
mostrado que a presenca de Leucina na enzima GPx-1 a torna menos responsiva,
quando comparada a GPx-1 contendo Prolina, em relagcdo ao aumento da atividade
induzida pela suplementacgao de selénio (HU e col., 2003).

Os mecanismos de diferengas bioldgicas entre os alelos T e C da GPx-1, ndo
estdo ainda bem esclarecidos. Os resultados de diversos estudos sugerem que a
presenca do alelo C oferega um maior risco ao desenvolvimento de alguns tipos de
cancer, como por exemplo, os de mama (HU e col, 2003), de pulméo
(RATNASINGLE e col., 2000) e de bexiga (ICHIMURA e col., 2004). Também foi
observada a prevaléncia de doencas cardiovasculares, vascular periférica e
cerebrovasculares significativamente maior em individuos Pro-Leu que em
individuos Pro-Pro portadores de diabetes tipo 2. A presenga do alelo Leu
contribuiria para o aumento do estresse oxidativo, por diminuir a atividade da
enzima GPx-1 (HAMANISHI e col., 2004). No entanto, nosso estudo n&o apresentou
nenhuma diferenca estatistica significativa na presséo arterial, concentragoes de Pb
nos diversos marcadores de exposicao e estresse oxidativo (MDA e proteinas
carboniladas) entre os voluntarios do grupo nao portador do alelo C e do grupo
portador do alelo C. Além disso, quando comparamos os valores de MDA e proteina
carbonilada, entre os portadores do alelo C com Pb_S < 10,0 ug/dL e Pb_S > 10,0
pMg/dL também n&o foi observada diferenca estatistica (p=0,86 e p=0,77,

respectivamente).
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Um estudo conduzido por Ichimura e col. (2004), com voluntarios japoneses,
mostrou que a freqiéncia para o alelo T neste grupo foi de 95% enquanto para o
alelo C foi de 5%. Este resultado foi estatisticamente diferente do observado para
um grupo de caucasianos onde a frequéncia do alelo T foi de 64% e do alelo C de
36% (ICHIMURA e col., 2004). J& Ratnasinghe e col. (2000) ndo observaram a
presenca do alelo C em uma populagédo chinesa, mostrando que este alelo é mais
raro para este grupo (RATNASINGHE e col., 2000). Estas diferencas indicam a
existéncia de uma significante variacdo étnica no polimorfismo da GPx-1, o que
explicaria, em parte, as variagdes na incidéncia de determinados tipos de cancer,
como por exemplo o de bexiga, entre os diferentes grupos étnicos (ICHIMURA e
col., 2004).

A Tabela 3 mostra a frequéncia dos gendtipos e dos alelos em negros (n=48) e
brancos (n=79) para o polimorfismo Pro'®Leu da GPx-1 na populagdo estudada
neste projeto e do projeto Hapmap. Os dados mostram que 29,3% dos negros
apresentaram o alelo C enquanto para brancos este numero foi de 26,3%. Os
valores encontrados estdo em acordo com os dados do projeto Hapmap. Os dados
deste estudo mostram-se menos discrepantes em relacédo as diferencgas interétnicas
quando comparados aos dados do projeto Hapmap. E provavel que esta diferenca
tenha ocorrido pelo fato do nosso estudo ter considerado também mulatos como
negros, diferentemente do projeto Hapmap, onde os negros s&o de Yoruba em
Ibadan na Nigéria. J& os brancos do projeto Hapmap sdo formados por voluntarios
residentes em Utah (EUA), com ancestrais do norte e oeste da Europa. Nao foi
observada diferenga estatistica na freqténcia alélica entre brancos e negros neste
estudo, mostrando que n&o ha diferengas estatisticas significativas para este
polimorfismo da GPx-1 entre negros e brancos, no Brasil.

Varios estudos tém mostrado que baixas concentragcdes de Pb_ S seriam
também responsaveis por danos a saude, entre eles hipertensao arterial (HARLAN
e col., 1988; SHARP e col., 1988; APOSTOLI e col., 1992; MENDITTO e col., 1994;
STAESSEN e col., 1995; HU e col., 1996; FLEET e col., 1996; HOUSTON e col.,
1999; CHENG e col, 2001; HU e col.,, 2001;.DEN HOND e col., 2002;
ROTHENBERG e col., 2002; GLENN e col., 2003; NASH e col., 2003).

Os dados sobre a relagdo entre o Pb_S e a pressdo sanguinea em estudos
epidemioldgicos da populagdo em geral permanecem controversos. Dolenc e col.

(1993) pesquisaram a possivel influéncia de baixos niveis de exposi¢do ao chumbo
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sobre a pressdo sanglinea em 827 homens e 821 mulheres e concluiram que a
exposigao ao chumbo nao esta associada com o aumento da pressao sanguinea na
populagdo em geral. Nordberg e col. (2000) chegaram a uma conclusao idéntica ao
estudarem uma populagéo de 804 idosos (média de idade = 88,4 anos). No entanto,
uma pesquisa realizada na Inglaterra com 4.326 homens e mulheres acima de 16
anos encontrou uma correlagaéo positiva entre o chumbo no sangue e a pressao
diastolica em homens (BOST e col., 1999). Para Vaziri e Khan (2007) a exposi¢céo
crbnica a baixos niveis de Pb pode desencadear uma cascata de eventos,
relacionados principalmente ao aumento do estresse oxidativo, que culmina no
desenvolvimento da hipertensao e doengas cardiovasculares. Em nosso estudo, no
entanto, n&o foi observado aumento da pressao arterial dos voluntarios, talvez pelo
fato de nao ter havido um aumento nos niveis de estresse oxidativo. A pressao
sanguinea diastdlica e sistdlica, verificadas para os grupos com Pb_S < 10 ug/dL e
Pb_S > 10 uyg/dL néo apresentaram diferengas estatisticas significantes.

Uma pesquisa com 798 trabalhadores ocupacionalmente expostos ao chumbo
e 135 controles concluiu que o gendtipo do receptor da vitamina D, assim como o
chumbo no sangue, na tibia e no chumbo quelado ao DMSA, estava associado com
a pressao sistdlica, sendo que o chumbo na tibia era o unico biomarcador
significativo do estado de hipertensdao. Ao contrario do receptor da vitamina D, o
genotipo do acido delta-aminolevulinico desidratase ndo estava associado a
pressédo e ndo modificou quaisquer das medidas de pressédo do sangue (LEE e col.,
2001). Em nosso estudo nado foi observada nenhuma correlagdo entre o

polimorfismo Pro'®Leu da GPx-1 e 0 aumento da presséo arterial.
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7 CONCLUSAO

Os dados apresentados nesta dissertacdo nos permitem concluir que:

O polimorfismo Pro'®Leu da GPx-1 ndo torna individuos ambientalmente
expostos ao chumbo mais suscetiveis aos danos do estresse oxidativo induzidos
pelo metal, uma vez que os voluntarios portadores do polimorfismo néo
apresentaram niveis de MDA e proteina carbonilada aumentados, quando
comparados com os voluntarios sem o polimorfismo. Entretanto, nosso estudo
apresenta algumas limitagbes que devem ser avaliadas em estudos futuros em
populacdes expostas ao chumbo. Nao foi avaliada neste estudo a atividade da
enzima glutationa peroxidase que como demonstrado em varios estudos é afetada
pelo polimorfismo Pro'®®Leu e poderia estar diminuida em individuos expostos ao

chumbo.
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