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Determina¢do da protoporfirina-zinco
por hematofluorimetro portatil:
investigacdo sobre validade dos dados

JOAO PRISTA
RUI PINTO
PEDRO AGUIAR

A determinaciio da protoporfirina-zinco (PPZ) por meio de
um hematofluorimetro portatil vem sendo descrita como
apreciavel contributo no contexto da vigilancia de saide
de trabalhadores expostos a chumbo.

Num estudo abrangendo 178 individuos (cerca de 60% dos
quais referenciados como profissionalmente expostos
aquele metal) foi testado o0 método e a técnica propostos e
estudada a validade dos resultados assim obtidos.
Concluiu-se que a determinacao da PPZ em sangue colhido
por puncio capilar, por meio de hematofluorimetro porta-
til, oferece resultados fiaveis, permitindo, deste modo, o
recurso a esta técnica de facil execucdo e baixo custo.

Introducao

Um importante instrumento na vigilancia da saide de
trabalhadores expostos a substincias quimicas (t6xi-
cos) reside na possibilidade de quantificacdo, nos
meios organicos, dos designados indicadores biologi-
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cos de exposicdo (BEI), quer de dose (quando se
trata da propria substincia ou de um seu metabolito),
quer de efeito (quando se referem a produtos gerados
em alteragdes metabdlicas — geralmente reversi-
veis — derivadas da acc¢do do téxico). Na avaliacao
da exposicdo a téxicos, estes indicadores constituem
elementos do maior rigor e utilidade, j4 que sdo
influenciados pelas caracteristicas bioldgicas indivi-
duais de cada trabalhador e t€ém em conta as diversas
vias de exposicdo (eventualmente extraprofissionais)
e de absorcdo (Prista e Uva, 2002).

A seleccdo de indicadores bioldgicos de exposicdo
exige ndo s6 que sejam adequados, fundamental-
mente especificos e sensiveis, mas ainda que se
tenham em conta aspectos relacionados com a res-
pectiva «aplicabilidade», como sdo os casos da sim-
plicidade ou complexidade das técnicas e dos equipa-
mentos de medi¢do ou do custo de tais avaliacdes
(WHO, 1996).

Na exposi¢do a chumbo (designadamente de natureza
profissional), o efeito critico da acc@o deste metal
situa-se ao nivel da cadeia de sintese da hemoglo-
bina.

Tal efeito (melhor dito, conjunto de efeitos) consiste
na inibicdo de diversas enzimas, sendo mais notdrio
e precoce em relacdo a desidratase do 4cido delta-
-aminolevulinico (ALA-D), responsédvel pela trans-
formacao do 4cido delta-aminolevulinico (ALA) em
porfobilinogénio (PBG), e da ferroquelatase que
catalisa a incorporacdo do ferro na molécula de pro-
toporfirina IX (PPE). Destas inibi¢des enzimiticas
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resulta a acumulagdo dos respectivos substratos, no
caso, o ALA e a PPE, respectivamente (Figura A).
E deste conhecimento que deriva o facto de a inves-
tigacdo cientifica sempre ter mostrado um particular
interesse no comportamento destas enzimas e dos
respectivos substratos a fim de estabelecer um qua-
dro de compreensdo dos reflexos da exposi¢do a
chumbo sobre a sadde dos individuos expostos e
proporcionar métodos de adequada vigilancia dos
efeitos dessa exposigao.

Nestas circunstincias, a acumulagdo da protoporfi-
rina nos eritrécitos indicia a intensidade de acc¢do de
uma dada quantidade de chumbo absorvido e, por-
tanto, o seu doseamento constitui-se como um indi-
cador biolégico da exposicdo ao chumbo (Harada e
Miura, 1984). Os iniciais métodos laboratoriais de
doseamento desta substiancia, contudo, tornavam
pouco prética a sua utilizagdo, em virtude dos custos
e tempo inerentes as técnicas entdo exigidas
(Fischbein et al., 1981).

Desde os trabalhos de Lamola e Yamane (1974) que
se conhece que, em certas condi¢des (absorcdo de
chumbo, défice de ferro, porfiria eritropoiética), a
falta de unido do ferro a protoporfirina determina que
este 180 seja nela substituido pelo zinco, originando-se
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a formacdo da designada protoporfirina-zinco (PPZ).
Ou seja, na intoxicag¢do crénica pelo chumbo, caso
que nos interessa aqui em particular, a protoporfirina
acumulada por via da inibi¢do da ferroquelatase ndo
estd, na sua maior parte, na forma livre, mas sim
ligada ao zinco existente no organismo. De facto, a
PPZ representard, nestas casos, até cerca de 90% da
PPE total (Espafa, 1986). Esta PPZ reflecte, assim, a
accdo do chumbo sobre o sistema hematopoiético,
resultando principalmente dos depésitos de chumbo
na medula 6ssea (Zwennis, Franssen e Wijnams,
1990).

Tal facto permitiu «simplificar» os processos tecno-
16gicos para o seu doseamento basicamente pela pos-
sibilidade de recurso a técnicas de fluorescéncia. Em
particular, um equipamento portatil designado por
hematofluorimetro, especificamente destinado a
determinagcdo da PPZ, passou a disponibilizar um
método de ficil execugdo e baixo custo, proporcio-
nando elevadas comodidade e possibilidades as exi-
géncias da vigilancia bioldgica na exposi¢do profis-
sional a chumbo. A técnica requerida exige tdo-s6 a
recolha de algumas gotas de sangue capilar (extremi-
dade do dedo, 16bulo da orelha, ...) e o resultado é
apresentado em cerca de dois segundos. A tecnologia
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requerida e a simplicidade técnica, por seu lado, per-
mitem custos diminuidos, estimando-se, por exem-
plo, que cada determinacdo da PPZ (por este método)
se situe em niveis de cerca de 30% a 40% do preco
de uma plumbemia a valores da tabela praticada pelo
Servico Nacional de Satide.

Porque a vigilancia de satide na exposicdo profissio-
nal a téxicos se faz face a grupos populacionais fre-
quentemente com considerdvel dimensdo e é, por
definicdo, regular e sistemadtica, questdes como a
simplicidade das técnicas e a diminui¢do dos custos
requerem pertinente atengao.

Se a PPZ ndo € apenas influenciada pela quantidade
de chumbo presente no organismo, e dado que ela
ndo tem constituido entre nds um parametro utili-
zado, importard esclarecer se o seu quadro de varia-
¢do regista os mesmos padrdes que a investigacdo
tem produzido noutras regides geograficas.

Niao deverd haver interferéncias por motivos da
porfiria eritrocitdria. Além de ser uma patologia rara,
a maioria dos estudos indica que a detec¢do da PPZ
por fluorimetria, nestes casos, se faz em espectros de
fluorescéncia um pouco diferentes dos registados
para os casos em que tem origem na influéncia do
chumbo ou no défice de ferro. Confundimentos pos-
siveis para estes dois casos, entretanto, tornam per-
tinente o estudo desta matéria. Ou seja, importard
estudar como se evidenciam a sensibilidade e a espe-
cificidade da PPZ e as suas relagdes, designadamente
com a plumbemia, em trabalhadores portugueses
com exposi¢do profissional a chumbo.

Algumas questdes directamente relacionadas com a
metodologia e técnica propostas requerem, contudo,
prévio esclarecimento.

O estudo visou pesquisar, relativamente aos valores
de PPZ determinados em sangue colhido por pungéo
capilar:

— Se sdo equivalentes aos registados em sangue de
colheita venosa (técnica mais invasiva e dispen-
diosa);

— Se haverd interferéncias derivadas do status
hemoglobinico de cada individuo analisado (o
que implicaria o acréscimo de andlises, designa-
damente o hematdcrito);

— Se sdo compativeis com o doseamento da PPZ em
laboratério (técnica menos pratica e mais dispen-
diosa) sem margem de erro que coloque em causa
a sua validade.

Material e métodos

O estudo abrangeu 178 individuos do sexo masculino
com idades compreendidas entre os 21 e 0s 64 anos
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e seleccionados em dois subgrupos: com e sem expo-
sicdo profissional a chumbo inorganico. Do total, 70
(39,3%) revelaram plumbemias inferiores a 40 pg/dL
(média de 24,71 pg/dL) e os restantes 108 plumbe-
mias iguais ou superiores aquele valor (média de
60,44 ng/dL).

A cada individuo foram efectuadas duas colheitas de
sangue: uma de sangue capilar por puncio da extre-
midade do 4.° dedo da mao direita; outra de sangue
venoso por pungdo do sangradouro do membro supe-
rior esquerdo.

A determinacio directa da PPZ (em cada amostra de
sangue colhido) foi efectuada por meio de um
hematofluorimetro (ProtoFluor-Z® da marca Helena
Laboratories). A unidade funcional deste equipa-
mento contém uma lampada de halogéneo cuja luz é
colectada e filtrada para produzir um feixe com com-
primento de onda de 415 nm. A excitagdo da PPZ por
este feixe origina uma onda com um comprimento de
onda de 595 nm que, colectado num tubo fotomulti-
plicador, produz uma corrente de intensidade propor-
cional a relacdo PPZ/heme. O equipamento apresenta
os resultados em wmol PPZ/mol de heme, mas per-
mite seleccionar a sua apresentacdo em unidades de
ug PPZ/dL de sangue, conversdo que faz automatica-
mente.

Cada colheita (cerca de 75 pL) foi efectuada em tubo
de hematdcrito heparinizado e vertida para tubo de
ensaio, onde foram adicionadas duas gotas de
reagente proprio fornecido pelo fabricante. Apds
ligeira agitacdo do tubo (para homogeneizagdao da
mistura), o sangue foi colocado em lamela de vidro
e esta introduzida no aparelho (através do porta-lami-
nas), procedendo-se a leitura que aparece num écran
de visualizagdo em cerca de dois segundos.

Antes de cada leitura sobre a amostra, cada lamela
foi sujeita a leitura sem gota de sangue, sendo rejei-
tadas aquelas que revelaram leituras superiores a 3
(referéncia que foi adoptada em virtude de, para
calibracdo, ser esse o limite de variacdo aceite pelas
instrucdes do fabricante). O valor de PPZ assumido
no final de cada leitura foi o da leitura registada
subtraida do valor de leitura da respectiva lamela.
Dado que o equipamento permite a escolha de
calibra¢do para um de dois valores fixos de hemato-
crito (35% e 42%), escolheu-se este ultimo por se
constatar (por leitura aleatéria de resultados analiti-
cos) ser mais aproximado dos valores habituais em
grupos de trabalhadores considerados saudaveis. Os
valores de PPZ dados pelo hematofluorimetro foram,
posteriormente, corrigidos em funcéo do hematdcrito
real, segundo a férmula «valor da leitura X (hematé-
crito real/42)».

Em cada sessdo de colheitas (15 a 20 individuos)
efectuou-se prévia afericdo do hematofluorimetro,
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consoante as instru¢des do fabricante e com dois
padrdes (alto e baixo) por este fornecidos. O mesmo
procedimento foi repetido a meio e no final de cada
sessao.

As amostras de sangue venoso colhidas foram envia-
das a laboratério de patologia clinica para determina-
¢do laboratorial dos seguintes parimetros: hemato-
crito, plumbemia (PbS), protoporfirina eritrocitdria
(PPE) e protoporfirina-zinco (PPZ).

As determinagdes laboratoriais da protoporfirina-zinco
(PPZ) foram feitas de acordo com o método descrito
por Lamola e col. (1975). Trata-se de um método
fluorimétrico que usa sangue total como matriz de
andlise. A técnica é realizada apds hemdlise da
amostra com um detergente niao iénico (6xido de
dimetildodecilamina) dissolvido em tampdo fosfato e
utiliza como comprimento de onda (L) de excitagdo os
424 nm e como A de emissdo os 594 nm. Os resulta-
dos obtidos sdo expressos em g PPZ/dL e foram
calculados a partir da razdo entre a intensidade de
emissdo da amostra em andlise e a intensidade de
emissdo de uma solucdo-padrdo de PPZ (0,05 pg/ml).
Para tratamento estatistico dos dados foi utilizado o
programa SPSS (versdo 10). Apds andlise descritiva
dos dados foram investigadas as hipdteses pelo
método de correlagdo de Spearman em virtude de se
ter constatado uma distribui¢do de varidveis ndo
gaussiana. Consideraram-se como estatisticamente
significativos os resultados inferenciais representados
por p < 0,05 (nivel de significancia de 5%).

Resultados
Os resultados obtidos nas determinagdes efectuadas
apresentam-se na Tabela 1.

As determinagdes de PPZ em laboratdrio situam-se
numa escala quantificdvel a partir de 5 pg/dL (o

Tabela 1

método utilizado ndo permite discriminagdes abaixo
deste valor), sendo os resultados inferiores a este
limite indicados como «< 5». Verificaram-se 34 resul-
tados nestas circunstancias (19,1%), tendo sido arbi-
trariamente atribuido a estes casos o valor 4 para
efeitos de calculo estatistico.

Discussao

Uma primeira constatacio situa-se ao nivel da estabi-
lidade do equipamento. Em cada sessdo, e apds a
inicial calibracdo, as aferi¢des efectuadas com os
padrdes do fabricante a meio e no final de cada ses-
sdo revelaram sempre a nio necessidade de rectifica-
¢des por coincidéncia das leituras.

Refira-se ainda que em fase de pré-testes e de modo
aleatério foram efectuadas algumas determinagdes
repetidas em sangue do mesmo individuo (os casos
foram propositadamente escassos por razdes que se
prendem com a incomodidade para o individuo anali-
sado). Em todos os casos se verificou que os resulta-
dos se situavam em padrdes de aceitabilidade (diferen-
cas de + 3 entre as sucessivas leituras), pelo que se
admitiu como aceitdvel a reprodutibilidade da técnica.
A observag@o da distribuicdo dos valores de leitura
directa no hematofluorimetro para os sangues capilar
e venoso (Figura B) denota um mesmo padrdo, com
um valor sistematicamente mais elevado para os
resultados relativos ao sangue capilar. Sao valores
fortemente correlacionados (r = 0,974 para p < 0,01),
pelo que pode concluir-se que uma ou outra determi-
nacdo sio equivalentes entre si.

A comparagdo entre os valores de leitura directa do
hematofluorimetro e os correspondentes valores cor-
rigidos pelo hematdcrito real (Figura C) permite
identificar uma diferenga pouco relevante (média de
2,71 pg/dL) e a existéncia de uma forte correlagdo

Resultados das varias determinacdes de protoporfirina-zinco (ug/dL)

Leitura directa

Valores calculados

em hematofluorimetro apés correcgio pelo hematdcrito Doseamento
em laboratério
Sangue Sangue Capilar Venoso (PPZ)
capilar venoso (corrigido) (corrigido)
Minimo 19 13 18,5 13,3 <5
Miximo 347 346 431,7 328,7 211
Mediana 40 29 42,36 31,04 13,5
Média 75,01 58,71 77,72 60,7 32,88
Desvio-padrao 73,55 60,69 76,08 61,86 42,16
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(r = 0,989 para p < 0,01). Assim, podem assumir-se
como pertinentes os valores obtidos por leitura sem
correcgdo, ou seja, que se dispensa para efeitos de
rotina a necessidade de determinag@o do hematdcrito
para posterior correccdo dos valores da PPZ.

Aceite que os valores de PPZ por leitura directa no
sangue capilar e sem correccdo pelo hematdcrito

Figura B

sdo de adequada utilizagdo, e comparando-os com
as correspondentes determinacdes de PPZ em labo-
ratério, segundo os métodos descritos, conclui-se
que os mesmos sdo fortemente correlacionados
(r = 0,893 para p < 0,01). Assim, pode considerar-
-se que o método de leitura directa € em absoluto
fidedigno.

Distribuicao dos resultados de determinacio da PPZ em sangue capilar e sangue venoso
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Distribuicao de resultados de determinacao da PPZ em sangue capilar: leitura directa
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Conclusoes

Da andlise dos dados obtidos e discutidos pode con-
cluir-se que:

— O método de determinagdo da PPZ por leitura
directa em hematofluorimetro portétil oferece
resultados fidveis;

— Para recurso a este método, a colheita de sangue
por puncido capilar e a utilizagdo da leitura sem
necessidade de correcc¢do (técnica mais simples)
sdo totalmente validas.

Deste modo, comprova-se que a metodologia e a téc-
nica por colheita capilar para determinacéo da proto-
porfirina-zinco (PPZ) sdo viélidas e fidveis, permi-
tindo a sua utilizacdo, designadamente no ambito de
programas de vigilancia de satide na exposicido pro-
fissional a chumbo.

A simplicidade da técnica e o seu baixo custo, entre-
tanto, constituem vantagens adicionais.
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0 Summary

DETERMINATION OF ZINC-PROTOPORPHYRIN USING
A PORTABLE HEMATOFLUOROMETER: DATA VALIDA-
TION STUDY

The determination of zinc-protoporphyrin (ZPP) using a port-
able hematofluorometer, has been described as an outstanding
contribution for health surveillance of workers exposed to
lead.

In a study of 178 individuals (about 60% of them referenced
as occupationally exposed to that metal) the proposed method
and techniques were tested and the validity of the obtained
results was studied.

It was concluded that the determination of ZPP using a port-
able hematofluorometer, in blood collected by a fingerstick,
gives warrantable results enabling, therefore, the use of this
technique which is of easy accomplishment and low cost.
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