[APORTO

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS ABEL SALAZAR
UNIVERSIDADE DO PORTO

Importancia médico-legal do Pb.
Inflamacé&o e cancro.

Sandra Maria Teixeira Coutinho Pereira

Dissertacdo de Mestrado em Medicina Legal

2013



Sandra Maria Teixeira Coutinho Pereira

Importancia médico-legal do Pb
Inflamacé&o e cancro.

Dissertacdo de Candidatura ao grau de Mestre em
Medicina Legal submetida ao Instituto de Ciéncias

Biomédicas de Abel Salazar da Universidade do Porto

Orientador - Professora Doutora Maria José Carneiro de
Sousa Pinto da Costa

Categoria - Professora associada do Instituto de
Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar da Universidade
do Porto

Afiliacdo - Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel

Salazar da Universidade do Porto



Universidade do Porto
Instituto de Ciéncias Biomédicas de Abel Salazar
Mestrado de Medicina Legal

Sandra Maria Teixeira Coutinho Pereira



A memoria da minha avé Guilhermina
Aos meus filhos (Guilnerme e Margarida), ao Pedro e aos meus Pais



Sumario

De entre as varias situacdes de intoxicacdo/incapacidade descritas e ja
regulamentadas, do ponto de vista historico, social e econémico, salienta-se o fenémeno
de intoxicacao/incapacidade por exposi¢cao, ao chumbo (Pb).

Em Portugal, procurando entender as alteracdes que ao longo dos anos a
aplicacdo de medidas legislativas vieram introduzir nas organizagfes, e simultaneamente
avaliar a sua adequabilidade e suficiéncia, descreve-se no presente trabalho uma
metodologia que permite avaliar a exposi¢cdo de um organismo a um agente toxico, o Pb,
e que revela ser fundamental para que possam ser avaliadas as principais implicagcbes
sobre 0s organismos, assim como ser tomadas medidas de prevencdo contra 0s seus
efeitos na satde dos mesmos.

A biomonitorizagdo humana tem vindo a assumir cada vez mais importancia nos
estudos epidemioldgicos[1-3], uma vez que veio permitir uma avaliacdo periddica mais
adequada devido a fatores de variabilidade individual, tais como: exposi¢cdo cumulativa;
horarios de trabalho; toxicocinética; susceptibilidade genética [1, 4], com a consequente
extrapolacéo de uma dada situacdo, de exposicéo, que possa resultar num eventual dano
para a saude[5], nomeadamente doengas neurodegenerativas e cancro.

O Pb sempre foi importante em termos de biomonitorizacdo devido ao seu papel
como potencial agente causal de efeitos adversos na saude [6, 7].

Esta dissertacdo teve como objetivo fundamental investigar a presenca
intracelular de Pb em sistemas bioldgicos e caracterizar, a nivel celular, a ingestao de Pb
por fagocitos extrapolando os efeitos agudos de imunotoxicidade induzidos pelo metal.

Como método principal de deteccdo de Pb in situ escolheu-se a microscopia
electrénica de varrimento acoplada a um sistema de detec¢cdo Noran Voyager de
microandlise elementar de raios-X com sistema de deteccdo EDS (Energy Dispersive
Spectrometry). Este método permitiu a observacdo com alta resolugcdo do Pb nos
elementos celulares.

Os biomarcadores, resposta bioldgica, fisica ou comportamental, ao nivel humano
(celular ou molecular), face a exposicdo a um quimico ambiental[3], sdo de grande
importancia no estudo em modelos animais, ja que contribuem para a clarificacdo dos
mecanismos de toxicidade[8, 9], permitindo estimar o efeito biolégico sobre o tecido alvo
e ao mesmo tempo sao utilizados nas ciéncias médicas, como sinais de alerta precoces,
antes do paciente manifestar os efeitos clinicos causados pela doeng¢a[10], pois revelam-

se marcadores de altera¢des subclinicas indicadores da patologia, de modo que eles



podem ser Uteis quer no diagndstico, quer na elaboracdo de estratégias de prevencao;
que tem em conta a variabilidade inter e intra-individual em resposta aos xenobidticos.

Na presente dissertacdo foram realizados estudos in vivo em ratinhos BALB/c. Foi
utilizado um modelo animal de inflamag&o que consiste na formacdo de uma bolsa de ar
subcuténea. O estudo foi direcionado para estudo da resposta aguda inicial, tanto

inflamatéria como imunotdxica.

Palavras-chave: metais pesados; Pb; legislacdo; toxico; toxicocinética; toxicodinamica;

biomarcadores; ratinhos BALB/c; inflamacéo; doencas neurodegenerativas; cancro.



Abstract

Among the various situations of intoxication / disability described and regulated in
terms of historical, social, and economics, stands out the phenomenon of
intoxication/disability from exposure to lead (Pb).

In Portugal, in order to understand the changes that over the years the application
of legislative measures have introduced in organizations, and simultaneously evaluate the
suitability and sufficiency, we describe in this paper a methodology to assess the
exposure of an organism to a toxic agent, Pb, and that turns out to be fundamental in
order that major implications in the organizations are evaluated, as well as preventive
measures are taken against  the health effects of  the same.

The human biomonitoring has assumed increasing importance in epidemiological
studies [1-3], since it has allowed a periodic assessment most appropriate due to
individual variability factors, such as cumulative exposure, work schedules; toxicokinetics;
susceptibility gene [1,4] , with the consequent extrapolation of a given situation, exposure,
which may result in possible damage to health [5], including neurodegenerative diseases
and cancer.

The Pb has always been important in terms of biomonitoring due to its role as a
potential causal agent of adverse health effects [6, 7].

This dissertation aimed to investigate the intracellular presence of Pb and
characterize biological systems at the cellular level, ingestion of Pb by phagocytes and
extrapolating the acute effects of immunotoxicity induced by the metal. As a main method
for detection Pb in situ chose the scanning electron microscope coupled to a detection
system Noran Voyager elemental microanalysis X-ray detection system with EDS (Energy
Dispersive Spectrometry). This method allowed the observation with high-resolution Pb in
cellular elements.

Biomarkers, biological response, physical or behavioral, human level (cellular or
molecular), compared with exposure to a chemical environment [3], are of great
importance in studies in animal models, as they contribute to clarify the mechanisms of
toxicity [8,9], allowing to estimate the biological effect on the target tissue while in medical
science are used as early warning signs before the patient manifesting the clinical effects
caused by the disease [10] as markers are revealed changes subclinical disease
indicators, so that they can be useful both in diagnosis, both in devising strategies for
prevention, which takes into account the variability in inter and intra-individual in response
to xenobiotics.

In this dissertation studies were performed in vivo in BALB/c mice. We used an

animal model of inflammation that consists on the formation of an air bag subcutaneously.



The study was directed to study the initial acute response, both inflammatory and

immunotoxic.

Keywords: heavy metals; Pb; legislation; toxic; toxicokinetics; toxicodynamics;

biomarkers, BALB/c, inflammation, neurodegenerative diseases, cancer.
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Mestrado em Medicina Legal

CAPITULO 1

1. Introducéo

A Medicina Legal € uma ciéncia de largas proporcdes e importancia nos
interesses da comunidade, porgue existe e pratica-se em funcdo das necessidades de
ordem publica e social. E uma disciplina de amplas possibilidades e de profunda
dimensao, porgue ndo se resume ao estudo da Medicina, mas sim a um somatério de
todas as especialidades médicas acrescidas de fragmentos de outras ciéncias
acessorias, destacando-se o Direito.

E dificil definir com precisdo a medicina legal. Cada especialista define-a de
acordo como a sua vertente pratica, a sua contribuicdo e importancia. Vejamos a
definicdo de alguns especialistas em medicina legal: E a medicina considerada nas suas
relacdes com a existéncia das leis e a administracdo da Justica (Adelon); é a ciéncia do
médico aplicada aos fins da ciéncia do Direito (Buchner);é a aplicacdo do conhecimento
médico-cirlrgico a legislacdo" (Peyr6 e Rodrigo); é a disciplina que utiliza a totalidade das
ciéncias médicas para dar respostas as questfes judiciais (Bonnet); é a aplicacdo de
conhecimentos biomédicos e de outros conhecimentos cientificos as questdes de Direito
(José P. Costa).

Embora seja comprovada a participacdo médica em processos judiciais, 0s
antigos nao conheciam a medicina legal como ciéncia.

Pompilio, em Roma, ordenou o exame médico na morte das gravidas. Adriano e
Justiniano utilizaram os conhecimentos médicos para esclarecer factos de interesse da
Justica.

Iniciou-se a pericia médica, com a legislacdo de 1209, por um decreto de
Inocéncio lll.

Gregorio IX, em 1234, exigia a opinido médica para distinguir entre os ferimentos,
aquele considerado mortal e até no cancelamento de casamentos, caso houvessem
suspeitas comprovadas de sexo entre 0s noivos antes da ceriménia.

O inicio da medicina legal pratica foi na Italia, em 1525. Foi no séc. XVI que a
medicina legal teve a sua contribuicdo reconhecida, quando comecou a ser exigida a
presenca dos peritos na avaliacdo dos diversos tipos de delitos. Em 1521, quando o Papa

Ledo X morreu com suspeita de envenenamento o seu corpo foi autopsiado.
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Ambroise Paré é considerado o pai da medicina legal, porque langou o primeiro
tratado de medicina legal, em 1575. Nos séculos seguintes, mais avancos acontecem,
principalmente na area da toxicologia.

A toxicologia forense prende-se com a problemética dos venenos, andlise dos
seus efeitos e classificacdo de forma a dar indicacdes seguras para os juristas poderem
enquadrar na tipificacdo dos respectivos crimes de envenenamento ou de
administracao/exposi¢cdo a substancias que podem prejudicar a salde sem serem
susceptiveis de causar a morte.

Dentro deste ambito podemos enquadrar a presenca constante de metais
pesados nho meio ambiente e laboral.

1.1. Metais pesados

Os metais compdem um grupo de elementos quimicos sélidos no seu estado puro
(com excecdo do mercurio, que é liquido) caracterizados pelo seu brilho, dureza, cor
amarelada a prateada, boa condutividade, maleabilidade, ductibilidade, além de elevados
pontos de fuséo e ebulicdo. Aqueles que apresentam uma densidade mais elevada séo
denominados metais pesados. Além da densidade elevada, o que, em ndmeros, equivale
a mais de 4,0 g/cm3, os metais pesados também se caracterizam por apresentarem altos
valores de nimero atbmico, massa especifica e massa atémica.

As principais propriedades dos metais pesados, também denominados elementos
traco, sdo os elevados niveis de reatividade e bioacumulag&o. Isto quer dizer que tais
elementos, além de serem capazes de desencadear diversas reacdes quimicas, nao
metabolizaveis, permanecem em carater cumulativo ao longo da cadeia alimentar.

Embora ndo sejam metabolizaveis, alguns metais pesados participam, em
pequenas quantidades, em certas atividades metabdlicas, como, por exemplo, o cobalto
(Co), que participa da producdo dos globulos vermelhos; o cobre (Cu), que compde
diversas enzimas e é essencial para a sintese da hemoglobina; o vanadio (V), que
interfere na atividade da insulina; entre outros. Porém, se a quantidade desses elementos
no corpo exceder 0s niveis essenciais, eles passam a ser toxicos, causando S€rios riscos
a saude.

Outros destes elementos, ndo séo utilizaveis de nenhuma forma pelos organismos
Vivos, ao contrario, sdo extremamente toxicos aos mesmos. Na natureza, tais elementos
praticamente ndo sao encontrados de forma isolada (ja que sdo muito reativos), todavia,
sdo muito utilizados pela industria, sendo langados juntamente com os residuos

industriais ao meio ambiente. Tais residuos podem ser absorvidos por vegetais e
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animais, causando intoxicacbes em todos os niveis da cadeia alimentar. Entre os
principais podemos citar:

Mercurio (Hg) - metal liquido a temperatura ambiente oriundo da degradacéo
natural da crosta terrestre, inodoro, voltil, insolivel em 4gua e altamente toxico. No
organismo humano, esse elemento quimico age de forma devastadora: uma vez
absorvido, deposita-se em varias regides do corpo, tais como cérebro, rins, aparelhos
digestivo e reprodutivo, pulmdes, rins, figado, pancreas e outros, causando graves
disturbios, por vezes irreversiveis.

Croémio (Cr) - metal de alta dureza, muito empregado no ramo da metalurgia para
ampliacdo da resisténcia a agentes corrosivos. Dentre 0s principais danos causados no
organismo, estao as lesdes na pele, bronquite e, se a exposicao ocorrer em doses mais
elevados, pode levar ao desenvolvimento de células cancerigenas.

Cadmio (Cd) - metal caracterizado principalmente pela sua maleabilidade e
ductibilidade, utilizado principalmente na indlstria de baterias e na galvanoplastia. Esse
elemento pode gerar efeitos téxicos ao organismo humano, ainda que em quantidades
moderadas, atingindo oOrgdos vitais como rins, figado e pulmdes. A intoxicacdo por
cadmio pode provocar danos no sistema 6sseo, cancros, entre outros distlrbios.

Arsénio (Ar) - metal pesado aplicado aos processos de conservagéo da madeira e
do couro, fabricagdo do vidro e metalurgia. A contaminag&o por esse elemento quimico
pode provocar lesdes ndo cicatrizaveis na epiderme, lesbes em diversos orgaos vitais,
alguns tipos de cancro , nomeadamente o da pele, e, se em concentragfes elevadas, a
morte.

Chumbo (Pb) - metal pesado bastante maleavel, de baixa condutividade elétrica,
largamente utilizado em processos de soldagem, na construcdo civil, bem como na
industria de municdes e tintas. A sua maleabilidade, facilidade de formar ligas metélicas e
baixo ponto de fuséo (327,4°C) conferem-lhe uma grande importancia comercial, sendo
amplamente utilizado na induastria [6]. O Pb tem um fraco poder condutor da eletricidade e
baixa resisténcia a tracdo mecéanica, mas resiste fortemente a corrosdo e é um bom
isolante das ondas sonoras e das radiagfes ionizantes. Trata-se de um dos mais
perigosos entre 0s metais pesados, provocando principalmente alteracbes nos sistemas
nervoso central e periférico, médula 6ssea e rins.

O Pb foi uma das substancias quimicas a ser submetida a uma legislacédo para
controlo da exposicdo em ambiente laboral estando também na lista elaborada pela
“United States EPA” que relaciona os poluentes atmosféricos de maior risco para a saude

humana[11]. E um dos metais pesados que juntamente com o Hg e o Ar estdo
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contemplados na tabela nacional de incapacidade (TNI) e o maior risco de exposi¢do a
estes toxicos é por ocupacao profissional[12].

A definicdo do conceito de toxico € complexa, uma vez que qualquer substancia,
mesmo aquelas que fazem parte essencial dos organismos vivos, pode ser lesiva ou
produzir transtornos no equilibrio biol6gico. Nesta medida, todas as substancias seriam
téxicas, incluindo aquelas que a partida, sdo habitualmente assumidas como alimentos
ou medicamentos.

Sao varios os critérios pelos quais os toxicos podem ser classificados. Para
melhor sistematizac@o classificam-se os toxicos de acordo com 0s métodos extractivos
adequados ao isolamento do analito. Assim consideram-se sete grupos de toxicos:
gases; substancias volateis; substancias organicas termolaveis; metais ou metaloides;
pesticidas; anides; outras substancias mais especificas.

A exposicdo constante a metais pesados pode levar ao desenvolvimento de

processos inflamatérios[13].

1.2. A inflamacgéao

Ha um conjunto de processos que sdo desencadeados, e que sao responsaveis
pela reparacdo dos tecidos em todos 0os organismos vivos, aquando da ocorréncia de um
dano.

Esses mecanismos s&80 essenciais para a manutencdo da integridade do
organismo humano bem como para a sua reconstrucdo permanente diante das
inevitaveis agressdes. Quando bem regulados e em equilibrio com as outras funcdes
celulares, esses processos sdo harmoniosos e autolimitados, parando assim que as
reparacfes teciduais tenham sido efetuadas. Estes processos caracterizam aquilo que
habitualmente denominamos de inflamagéo.

Quando um tecido é afetado através de contusdo, corte ou queimadura e
desencadeia uma infeccdo e inflamacéo, esta é imediatamente detetada pelas plaquetas
do sangue que se aglutinam em volta do local afetado. Ao aglutinarem-se, liberam uma
substancia quimica, o fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) que tem
como funcdo alertar os leucécitos do sistema imunoldgico. Estas, por sua vez, irdo
produzir uma série de mediadores quimicos: citocinas, quimiocinas, prostaglandinas,
leucotrienos e tromboxanos que tém multiplos efeitos, e vdo orientar o processo de
reparacgao tecidual.

Seguidamente os tecidos adjacentes tornam-se permedveis para que as células

imunologicas possam penetrar e chegar ao local para destruir os agentes agressores,
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induzindo no local uma nova formacéo de pequenos vasos sanguineos, de forma a
permitir a chegada de oxigénio e nutrientes ao local da lesé@o a ser reparada.

As células imunoldgicas que tinham sido ativadas diante dos agentes agressores
recolocam-se em estado de vigilia a fim de evitar que, no impulso, ataquem os tecidos
Saos.

Diante do exposto, € sabido que as lesGes cancerigenas aproveitam a deficiéncia
desses mecanismos de reparacao para invadir e disseminar pelo organismo levando-o a
morte.

Esta dupla face da inflamacéo prevista para garantir a reparacéo tecidual visando
a cura, pode sofrer mudancas na sua orientacéo, e passar a colaborar com o crescimento

da lesé@o cancerigena.

1.2.1. Inflamagéo e cancro

A inflamacéo crénica e persistente contribui para o desenvolvimento do cancro e
pode predispor a carcinogénese.

Em 1863,Virchow, observou que diversos pacientes pareciam ter desenvolvido
cancro, no local onde anteriormente, tinham recebido um traumatismo, ou onde existia
uma leséo persistente que nunca cicatrizava.

Mais tarde Dvorak, 1986, retomou essa hipétese, apoiando-se desta vez em
argumentos baseados no seu artigo intitulado “Tumores, feridas que nao curam”.
Baseado nisso, Junior Peek et al., 2005, demonstraram que o papel desempenhado pela
inflamacdo no desenvolvimento do cancro é considerado de grande importancia
divulgando um documento que descreve com precisdo, 0S processos pelos quais as
células cancerosas conseguem confundir e perverter os mecanismos de cura do
organismo. Demonstrando que da mesma maneira que as células imunolégicas agem
para reparar as lesdes, as células cancerosas devem produzir os fatores da inflamacgéo
para sustentar e manter de forma execravel o crescimento tumoral em desenvolvimento.

As infeccdes que levam a inflamagdo estdo envolvidas na patogénese de
aproximadamente 15-20% dos tumores humanos. No entanto, mesmo 0s tumores que
ndo estdo associados epidemiologicamente a agentes patogénicos sdo caracterizados
pela presenca de uma componente inflamatéria no seu microambiente. Marcas de
inflamacdo associadas a cancro incluem a presenca de leucdcitos infiltrantes, citocinas,
quimiocinas, fatores de crescimento, mensageiros lipidicos e enzimas que degradam a
matriz.

Assim, 0 processo que permite ao sistema imunoldgico reparar lesGes e destruir

0s agentes agressores do organismo € desviado a favor das células cancerosas, que se
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apoderam dele para proliferar e propagar. Devido a inflamacao, elas infiltram-se nos
tecidos vizinhos e penetram nos fluxos sanguineo e linfatico para disseminar e originar as
metastases.

O excesso dessas substancias acarreta por sua vez, nos tecidos adjacentes, o
blogueio de um processo natural, a apoptose, ou seja, o suicidio celular geneticamente
programado para a proliferacdo anérquica dos tecidos. A célula cancerosa vé-se assim
protegida da destruigéo celular e o tumor vai ganhando tamanho.

Em suma, pode-se dizer que ocorre uma hiperproducédo de fatores inflamatérios
gue tem como finalidade desorientar as células de defesa. Os glébulos brancos e as
células Natural Killer (NK) sé@o neutralizados, parando de lutar contra o tumor, que se
desenvolve, aumentando gradativamente.

As NK sao ativadas em resposta a diversos estimulos, nomeadamente as
citocinas produzidas por outros elementos do sistema imunitario, por estimulacdo dos
receptores de Imunoglobulinas FcR, presentes na sua membrana celular, e pelos
receptores de ativagdo ou inibicdo, especificos das células NK. S&o componentes
importantes na defesa imunitaria ndo especifica, originarias da medula 6ssea, séo
descritas como grandes e granulares.

Nos ultimos anos temos assistido a um renascimento da investigagdo sobre a
ligagéo entre inflamacgé&o e cancro[14, 15].

Ha achados clinicos que revelam que a inflamag&o associada a cancro inclui a
infiltracdo de leucdcitos, macréfagos associados a tumor (TAM) [16], expressdo de
citocinas tais como o fator de necrose tumoral (TNF) ou a interleucina (IL)-1, quimiocinas
tais como CCL2, remodelacao de tecidos e angiogénese.

Sucintamente, a doenca inflamatéria e o cancro, que tem vindo a ser relatadas
estao intimamente ligadas através de uma via comum: a cascata da inflamacao. Ha de
facto evidéncias genéticas que levam a transformacdo neoplasica promovendo a
construcdo de um ambiente inflamatério, leucécitos infiltrantes no tumor, em especial 0s
macroéfagos que sao reguladores principais da inflamacao e cancro.

Assim sendo, ha autores que prop6em uma subdivisdo em via intrinseca da
inflamag&o e via extrinseca (Fig. 1A).

A primeira ativada por eventos genéticos que causam neoplasia. Estes eventos
incluem a ativacdo de vérios tipos de oncogene por mutagdo, amplificagdo ou rearranjo
cromossOomico, e a inativacdo de genes supressores de tumores. As células que séo
transformadas desta forma produzem mediadores inflamatérios, gerando assim
um microambiente inflamatério em tumores para 0S quais nao existe

condi¢do inflamatoria subjacente (por exemplo, tumores de mama).
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Em contraste, a via extrinseca da inflamagéo, expressa através de leucocitos
infiltrantes tumorais aumentam o risco de desenvolver cancro em determinados locais
anatémicos (por exemplo, o célon, prostata e pancreas).

Fig. 1A
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(Fonte: Nature. Review [17])
Figura 1A - Vias que ligam a inflamacéo e o cancro.

As duas vias convergem resultando na ativacdo de fatores de transcricéo,
principalmente o fator NF-kB, transdutor de sinal e o fator 3 ativador de transcricdo
(STAT3) e fator 1a induzivel por hipoxia (HIF1a), em células tumorais. Estes fatores de
transcricdo coordenam a producdo de mediadores inflamatorios, incluindo citocinas e

quimiocinas, bem como a producdo de ciclooxigenase-2 (COX-2) que, por sua vez,
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resulta na producdo de prostaglandinas. Estes fatores recrutam e ativam varios
leucécitos, mais notavelmente as células da linhagem mielomonocitica . As citocinas
ativam os mesmos fatores de transcricdo importantes em células inflamatorias, células
estromais e células de tumor, resultando em mais mediadores inflamatoérios sendo assim
produzido um microambiente inflamatdério.

As condic6es inflamatérias que afetam 6rgados tais como o figado, o pancreas,
estbmago, coOlon e prostata estdo associadas a um risco aumentado de cancro.
Abordagens genéticas tém demonstrado o papel dos componentes-chave da inflamacéo
na carcinogénese. Estes incluem citocinas inflamatorias primarias (IL-1, TNF), IL-6,
fatores de crescimento hematopoiéticos (M-CSF) e o fator de transcricdo NF-KB [15, 18,
19]. Além de promover 0s primeiros passos da carcinogénese, pode promover a invasao
tumoral e metéstases.

As primeiras observacfes [20,21], foram seguidas por andlise genética de
polimorfismos de genes de citocinas em diversos tumores, especialmente em
malignidade gastrointestinal. Individuos com polimorfismos no gene IL-1 (IL-1B-31 * C ou
T-511 * e IL-1RN * 2 / * 2 genotipos) estdo em maior risco de desenvolver atrofia gastrica,
em resposta a infecgédo por H. pylori[22]. Os polimorfismos na IL-1, tem sido associado a
um aumento do risco de progressdo para o carcinoma hepatocelular em doentes com
infeccdo crénica pelo HCV [23], e com a sobrevivéncia encurtada no cancro pancreatico.
Além disso, a IL-1, nos gendtipos pré-inflamatérias da TNF e IL-10 também foram
identificados como fatores de risco para 0 cancro gastrico[24] e para o cancro colo-rectal
[25]. Mais recentemente, tem sido relatada uma associagdo significativa entre o
polimorfismo TLR4 Asp299Gly e aumento do risco de cancro gastrico [26].

A evidéncia clinica sobre o papel permissivo de inflamacao crénica na promogéo
de tumores tem recebido confirmac6es em modelos moleculares associadas a
inflamacao, que forneceu evidéncia in vivo para o papel central da inflamacéo do NF-kB
mediada por tumorigénese. O NF-kB induz vérias alteragbes celulares associadas a
tumorigénese e fenétipos mais agressivos, incluindo a autossuficiéncia em sinais de
crescimento, insensibilidade a inibicdo do crescimento, resisténcia a sinais apoptoticos;
imortalizacdo; angiogénese, invasao tecidual e metastase. A ativacao constitutiva do NF-
kB, muitas vezes observada em células cancerosas, pode ser promovida tanto por sinais
do microambiente, incluindo citocinas, hipdxia e intermediarios reativos de oxigénio (ROI),
ou por alteracdes genéticas[27].

As células cancerosas reproduzem-se mais, porém tém menor capacidade de
reparar danos comparativamente com as células sadias. O dano ao ADN é herdado

através da divisdo celular, que € transferido a outras células cancerosas, fazendo-as
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morrer ou multiplicarem-se mais lentamente. Uma das principais limitacdes da
radioterapia é que as células de tumores sélidos ficam deficientes em oxigénio, o que as
torna mais resistentes aos efeitos da radiacdo, uma vez que o oxigénio provoca danos no
ADN permanentes.

Numerosos estudos indicam que a ativacdo do NF-kB pode bloquear as vias de
sinalizagdo da morte celular. A sua ativacdo protege as células da cascata apoptética.O
fator ativo migra para o nacleo e provoca a ativagdo transcripcional de genes associados
com a proliferacdo celular, a angiogénese, as metastases e a supressao da apoptose. Ele
pode controlar a progressao do ciclo celular e possivelmente a diferenciacéo celular.

O NF-kB ativado, promove a oncogénese e a resisténcia a terapéutica clinica. Ele
pode estar ativo em 85% dos cancros humanos e muitos acreditam que seja o principal
culpado pela iniciacdo e manutencéo desta doenca.

A inibicao das proteinas de transducao de sinal das vias que levam a ativacéo do
NF-kB, tem sido utilizada ha muitos anos para combater a doenga inflamatoria e mais
recentemente também tem mostrado seu papel benéfico no tratamento do cancro
humano.

Na verdade existe uma intima relacdo entre a inflamagéo crénica e o cancro que
foi primeiro sugerida por Galeno (180 d.C.) e posteriormente confirmada por Virchow.

A ocorréncia de um microambiente inflamatério nos tumores que nao estédo
epidemiologicamente relacionados com a inflamacédo levantou a questdo se os eventos
gue causam neoplasia genética sdo responsaveis pela construgdo de um ambiente
inflamatario.

As interacdes complexas entre carcinogéneos e o genoma hospedeiro podem
explicar porque somente alguns desenvolvem cancro ap0s a exposicdo a um
carcinogéneo conhecido.

Novos aspetos da genética na patogénese do cancro, como a metilacao do ADN e
0s microRNAs séo cada vez mais reconhecidos como importantes para o0 processo.

Em 1970, verificou-se que a TAM promoveu o crescimento do tumor in vitro e in
vivo. Assim, na maioria dos tumores humanos, uma alta frequéncia de TAM esta
associada a mau prognéstico [28]. Este achado patoldgico ressurgiu na era poés-
gendmica: genes associados com infiltracao de leucécitos ou macréfagos (ou seja, CD68)
fazem parte de assinaturas moleculares que anunciam mau prognéstico nos linfomas e
carcinomas de mama [29]. Do mesmo modo, os polimorfismos funcionais de genes
mestres de inflamag¢do (TNF e IL-1) estdo associados ao risco de cancro e a sua

progresséao [30].
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Ha relatos de que além de imunidade inata, a imunidade humoral, na forma de
anticorpos, pode atuar como um sistema de controlo remoto para ativar as reacdes

inflamatérias que promovem a progressao do cancro[31].

1.2.2. Inflamacéo e doengas neurodegenerativas

As doengas neurodegenerativas (ND) sdo doencas nas quais ha destruicdo
progressiva e irreversivel de neurdnios causando graves défices a nivel funcional, e
dependendo do tipo de doencga, a perda das capacidades a nivel motor, fisioldgico e/ou
cognitivo. Uma dessas doengas é a doenga de Alzheimer, considerada como a principal
causa de deméncia na atualidade (50-60%, em pessoas com idades superiores a 65
anos). A OMS aponta para cerca de 18 milhdes de pessoas em todo o mundo e estima,
para 2025, nimeros na ordem dos 34 milhdes.

As proteinas beta-amiloide (AB), alfa-sinucleina (a-sin) e prido scrapie (PrP)
estdo envolvidas na etiopatogenia das doencas de Alzheimer (DA) e Parkinson (DP) e
nas encefalopatias causadas por Prides, respectivamente, que se caracterizam pela
perda de terminais nervosos (sinapses) e de neurdnios. Apesar da acumulagdo anormal
destas proteinas ser uma caracteristica comum importante destas ND, os mecanismos
moleculares por elas desencadeados, e que estdo subjacentes a doenca, continuam por
esclarecer e a ser alvo de intenso debate.

Os ides metalicos parecem desempenhar um papel importante em varias doencas
neurodegenerativas (ND)[32-35].

Evidéncias sugerem que ides metalicos ligam-se diretamente as proteinas
amiloidogénicas causais e modulam a sua agregacdo em amiloides, considerado um
evento-chave na etiologia de doencas ND. Para além desta ligacao bem documentada de
metais essenciais para proteinas amiloidogénicas, outros ides metalicos (contaminantes
ambientais), ndo essenciais foram considerados como potenciais causadores do
desenvolvimento de disturbios neuronais[36].

Héa estudos de revisdo sobre o potencial papel de Mn, Pb e Hg como fatores de
risco ambiental em doencgas ND, que relatam em detalhe disponibilidade desses metais, a
sua captacao e distribuicdo no corpo e células, bem como o seu papel na doenca de
Alzheimer, Parkinson e doencas causadas por prides[37, 38].

Os ides metalicos envolvidos em ND néo estdo limitados ao Zn, Fe , Cu, Mn.
Outros ides, tais como Al, Pb, entre outros, também tém atraido a atencdo dos
investigadores[39]. Tendo em conta a natureza multifacetada das ND é absolutamente
crucial considerar todos os aspectos e todas as disciplinas para 0 progresso na

compreensao da etiologia[40].
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A quimica de metais ligados a péptidos amiloidogénicos ou proteinas relacionadas
com as ND, tais como a AB na doenca de Alzheimer e a-sin Parkinson ndo é apenas
estudada do ponto de vista quimico, mas também biolégico e médico.

O papel que os iBes metalicos desempenham em varias ND, tornou-se cada vez
mais importante, durante as Ultimas décadas[41]. Isto é particularmente verdadeiro para o
Cu e Zn, para a qual foi feito um grande progresso[38].

O papel importante do Fe foi reconhecido mais cedo e, portanto, as abordagens
terapéuticas baseadas na interferéncia com o metabolismo de Fe foram estudados antes
daqueles[42]. Isto deveu-se principalmente ao papel do Fe na doenca de Parkinson e
outras sindromes de Parkinson.

O Pb é um fator ambiental suspeito de contribuir para ND. Em DA, foi postulado
que a producdo aumentada e/ou reducédo do metabolismo /depuracédo do AB, pode levar &
deposicdo de placa amiloide, bem como uma cascata de outras alteragbes
neuropatologicas. Tem sido sugerido que a exposi¢do Pb pode ser associada a AD como
os défices de memdria e de patologia grave em seres humanos. Assim, tem-se
investigado se a exposicao de Pb pode induzir a acumulacao de AB no cérebro.

Estudos demonstraram que os tratamentos por exposi¢cdo aguda a Pb levam a
niveis aumentados de AB no liquido cefalorraquidiano (LCR) e tecidos cerebrais.
Curiosamente, os tratamentos com Pb n&do afetaram a produg&o de AB nos neurdnios do
cérebro. Além disso, os tratamentos levaram a LRP1 a diminuir significativamente a
expressao da proteina no plexo coroide. Os resultados sugerem que paragem do
transporte LRP1 mediada de AR nesta regido, pode ser responséavel pela acumulacao de
AB no cérebro[43].

1.3. O chumbo

O Pb é um elemento cujo simbolo quimico Pb deriva da sua designagéo em latim
“plumbum?”.

Esta referenciado no grupo IV-A (metais) da Tabela de Classificagdo Periddica
dos Elementos, tendo o niumero atbmico 82 e uma massa atomica relativa de 207,19.

O Pb pode estar presente no ambiente sob duas formas: inorganico (sais e Pb
metalico), ou organico (como, por exemplo, tetraetilo de chumbo).

O Pb por causa de seu baixo ponto de fuséo, foi um dos primeiros metais que o
homem aprendeu a usar. Foi, provavelmente, isolado logo apds os antigos descobriram o
uso do fogo. H& evidéncias que ja era utilizado na Asia Menor em 4000 a.C. Por ser

utilizado de forma t&o intensiva e por tdo longo tempo, a histoéria de relatos de intoxicagcado
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€ extensa. No entanto, foi Hipdcrates o primeiro a ligar os sintomas da sua intoxicacéo ao
seu fator causal[44].

Descobertas arqueoldgicas indicam a presenca de Pb em objetos e pigmentos
durante o inicio da Idade do Bronze e do Ferro. No Antigo Egito e na civilizacao greco-
romana o 6xido de Pb foi produzido como um subproduto da refinacao da prata.

E com a civilizagio romana que o Pb atinge o primeiro expoente da sua utilizago.
Além dos usos para o Pb j& instituidos, os romanos desenvolveram técnicas de fuséo e
moldagem de modo a obterem folhas de chumbo. Estas foram usadas nos reservatérios
de agua e condutas de abastecimento com que os romanos levavam &gua para as
populacdes. Esta também era usada no fabrico de utensilios domésticos e para revestir
0s potes de bronze onde eram feitos os cozinhados. Os sais de Pb eram usados pelos
romanos e pelos gregos como aditivo do vinho, para o adocar[45]. Isto resultou em
intoxicacdo entre os ricos e tem sido sugerida como motivo provavel para a queda do
Império Romano. Vinhos fortificados de Espanha e Portugal, rum das colénias e cidra
precipitaram epidemias de envenenamento por chumbo.

A partir da Antiguidade, o uso de Pb diminuiu passando a ter uma conotagdo
negativa por estar associada a rituais funebres.

Aos poucos vao-se desvanecendo as ideias negativas sobre o Pb e o seu
comeércio, a meio da Idade Média, volta a crescer.

Embora seja considerada como uma doenca da Revolucéo Industrial, no fim do
século XVIII, o envenenamento por Pb é ja documentado ha cerca de 6000 anos.

No inicio do IV século a.C., HipOcrates descreveu com precisdo os sintomas de
envenenamento por chumbo[46].

Durante a Idade Média, a intoxicacdo por Pb foi totalmente esquecida e somente
no século XVI, apareceu novamente na literatura médica, quando Paracelso descreveu a
“doenca dos mineiros”.

A primeira descrigdo moderna de saturnismo foi realizada em 1839 por Tanquerel,
com base em 1200 casos. Este estudo foi tho complexo que desde entdo, pouco foi
acrescentado ao seu quadro clinico[47].

Com o desenvolvimento da industria automovel no inicio de 1920s, o chumbo, na
forma de compostos orgéanicos com propriedades antidetonantes, passou a ser
adicionado a gasolina. Este seu uso generalizou-se, sendo que até meados dos anos 70
gquase toda a gasolina usada no mundo era aditivada com Pb.

As propriedades terapéuticas do Pb sdo conhecidas desde a Antiguidade, quando
eram usados pos de Oxidos de Pb para o tratamento de diarreias, para parar hemorragias

e como indutor de abortamentos. Mesmo reconhecendo os efeitos tdxicos causados pelo
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chumbo, ele é considerado eficaz no tratamento de algumas doencas, havendo povos
mais primitivos e de paises menos desenvolvidos que o continuam a usar[48, 49].

Mesmo com amplo conhecimento da sua causa, apresentacdo clinica e
prevencdo, esta patologia € comum em todo mundo, principalmente nos paises em
desenvolvimento.

Os casos atuais de intoxicacdo sdo em geral, mais brandos do que os de 50 anos
atras. No entanto, as estatisticas demonstram apenas a ponta do iceberg e geralmente
ndo consideram a intoxicagdo subclinica[6].

O Pb é virtualmente omnipresente no meio ambiente como resultado de sua
ocorréncia natural e da sua utilizagédo industrial, aliado ao facto da inexisténcia de um
processo de eliminagdo natural[50, 51].

A ingestdo diaria média de um adulto € de 0.1 a 2 mg. Os casos de toxicidade
resultam tanto da exposicdo ambiental quanto da industrial[52]. E considerado uma
doenca cronica, as vezes com episadios sintomaticos agudos que levam ao efeito crénico
irreversivel[6, 53].

A maioria das intoxicagbes por Pb é lenta e gradual devido a sua exposi¢céo e
acumulo frequentes|[4, 7, 54, 55].

Os compostos inorganicos apresentam duas vias de absorgéao:

1. Respiratoria: importante via na exposi¢do ocupacional.
2. Digestiva: via predominante.

Apenas 0s compostos organicos conseguem atravessar 0 organismo por via
cutanea, por exemplo, o tetraetilo de chumbo, penetra rapidamente no organismo pelos
pulmdes, pelo trato gastrointestinal e pela pele.

Pela via respiratéria, a absorcdo depende da forma (fumos metalicos x particulas),
da concentracdo e das variacfes patologicas e fisiolégicas individuais (variabilidade intra
e inter-individual)[56].

Aproximadamente 90% das particulas de Pb inaladas do ar ambiente sao
absorvidas, seja como carbonato de Pb ou por fagocitose.

Estas particulas serdo entdo, depositadas nas regides nasofaringea,
traqueobronquica e alveolar, de onde serdo eliminadas pelo mecanismo mucociliar da
laringe, ou serdo engolidas e absorvidas, ou ainda eliminadas pelo trato gastrointestinal
(com excegdo da regido alveolar). A absor¢do de Pb pelo trato gastrointestinal é de
aproximadamente de 10% nos adultos, ja que a maior parte do Pb ingerido é excretado,
mas o indice de absor¢cdo pode chegar a 50% quando ingerido como solugdo. Nas

criancas esta absorcéo chega a 40% do total do Pb ingerido com os alimentos[57-59].
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De salientar que a absorcéo de Pb pela via digestiva depende principalmente de
fatores dietéticos, como o estado de jejum, a ingestdo de proteinas e da presenca de
calcio, ferro e fésforo[60].

Uma deficiéncia desses nutrientes aumenta a absorcdo do Pb e vice-versa,
provavelmente pela competicdo destes minerais por um mesmo mecanismo de
transporte.

Estudos demonstram que h& uma relagéo reciproca entre o contetido de calcio da
dieta e a absorcéo do chumbo.

O Pb do sangue representa menos que 2% do Pb total do corpo, dos quais, 90%
sdo ligados a proteinas ou fracbes destas (hemoglobina e proteinas de baixo peso
molecular) e menos de 5% estdo localizados no plasma, ligados a albumina, globulina ou
como ides livres.

ApOs a absorgdo, é distribuido pelo sangue, inicialmente nos tecidos moles,
principalmente no epitélio tubular dos rins e figado, onde parte é excretada na bile, outra
€ armazenada e uma terceira penetra na circulagdo na forma de fosfato de chumbo.

Com o tempo, é redistribuido e depositado nos ossos (95%), dentes e cabelo,
provavelmente por seguir as vias metabdlicas do calcio.

A deposi¢do nos 0ssos longos mostra gradientes de concentracdo relacionados
ao tempo de fixacdo e ao grau de exposi¢do[61]. O Pb do esqueleto é biologicamente
inerte, mas sob certas condi¢gBes (alteragbes no equilibrio &cido-base, infecdes, cirurgias,
uso de determinadas drogas) pode ser rapidamente mobilizado, levando ao
reaparecimento de sintomas toxicos, mesmo apods cessagado da exposicao.

Niveis elevados de Pb também podem ser encontrados na aorta, glandulas
suprarrenais, tiredide e jejuno, ultrapassando ainda, a barreira hematoencefalica, contudo
€ encontrado no cérebro em pequenas concentracdes (acumulando-se
predominantemente na substancia cinzenta e nos ganglios da base)[62, 63].

Pode também atravessar livremente a barreira placentéria, igualando os niveis no
sangue da mée e do feto.

O Pb também sera rapidamente distribuido entre as estruturas subcelulares, mas
ligar-se-a firmemente as mitocondrias num importante fenémeno de distribuicdo e
toxicidade intracelular.

A retencao nos tecidos moles estabiliza-se na vida adulta e decresce com a idade.
Todavia, continua a acumular-se na aorta e nos 0ssos durante toda a vida. E havendo
exposi¢ao ocupacional, elevard os seus niveis no figado, ossos e pulmdes.

A excrecdo da-se por diversas vias, mas somente a renal e a gastrointestinal sao

as mais representativas.
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Estima-se que pela urina sdo excretados até 80% do Pb ingerido enquanto que
15% sao eliminados pelas fezes via bile e secrecao pelo trato gastrointestinal.

As menores vias de excrecdo sdo a pele, o suor e a descamacdo, a queda de
cabelos, as unhas e pelo leite materno, representando cerca de 5%. Destes a sudorese
possui importancia clinica, principalmente em climas quentes, onde a producao de suor é
acentuada.

Devemos considerar também a presenca do Pb no leite materno nas mulheres em
fase de amamentacdo, pois este pode estar presente em pequenas quantidades,
dependendo dos niveis de Pb sanguineo da mée[64, 65].

O Pb pode ser encontrado nas fezes em abundancia, predominando aquele n&o
absorvido na passagem pelo intestino.

A excrecdo pela via digestiva ocorre tanto por secrecdo ativa, como por
eliminagdo passiva pelas glandulas do trato gastrointestinal (salivares, péncreas e
glandulas parietais intestinais), pela descamacdo do epitélio intestinal e por excrecao
biliar.

A excrecdo renal ocorre quase exclusivamente por filtragdo glomerular. Quando
aumenta a ingestdo diaria em individuos saudaveis, hd um aumento imediato na
secrec¢do pela urina e fezes. A determinacdo das concentragdes do Pb urinario pode ser
utilizada como teste de exposi¢do ocupacional ao chumbo[66].

A eliminacdo do organismo é extremamente lenta, e pode ser dividida em trés
compartimentos:

1. Sangue e alguns 0Orgdos parenquimatosos que possuem eliminagdo mais
rapida, com semivida bioldgica de duas a trés semanas;

2. Tecidos moles, como a pele e musculos e a medula Gssea, possuem
eliminacdo intermediaria, com semivida biolégica de trés semanas;

3. Ossos densos e dentes possuem eliminacdo muito lenta, com uma semivida
biol6gica de aproximadamente vinte anos.

Na seguinte figura, sdo retratadas as principais vias de exposicdo, entrada,

transporte, armazenamento e excrec¢do do Pb no organismo humano.
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Fig. 1B
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Figura 1B - Principais vias de exposi¢do, entrada, transporte, armazenamento e excre¢éo
do Pb no organismo humano.

BN

Relativamente a toxicodinamica do Pb é fator relevante a reversibilidade das
alteracdes bioquimicas e funcionais induzidas pela sua intoxicacdo. Esses efeitos séo
inicialmente devidos a sua interferéncia com o funcionamento adequado das membranas
celulares e das enzimas, causadas pela formacdo de complexos de Pb e ligacbes
contendo enxofre, fosforo, nitrogénio e oxigénio[67].

O sistema nervoso, a medula éssea e 0s rins, sdo 0s 0rgdos criticos na exposi¢ao
ao chumbo.

Alteracdes no sistema nervoso e desvios da sintese da heme sé@o considerados 0s
efeitos toxicos[68]. Esta alteracdo na biossintese do sangue serve como um indicador
metabdlico para a deteccdo precoce de exposicdo de sua exposicdo antes do
aparecimento dos sintomas clinicos[3].

Os desvios da sintese do heme sdo considerados resultados da acédo toxica
sobre os globulos vermelhos e células eritropoiéticas na medula 6ssea, causando inibi¢cao
da sintese da hemoglobina, reducdo do tempo de vida dos eritrécitos e estimulacdo da
eritropoiese.

O Pb inibe o transporte intracelular do ferro e o seu uso nas células eritropoiéticas,
aumentando seus niveis nas células, no soro e na urina. O ferro ndo hemoglobinico

7

(ferritina, hemossiderina) depositado nos glébulos vermelhos com mitocondrias
danificadas e fragmentos contendo proteinas de alto peso molecular, além de ARN e

polissacarideos que ndo sdo detetados nos glébulos normais. Estas formagdes, devido a
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presenca do ARN podem ser visualizadas por coloracdo especifica para basdfilos,
chamados de eritrécitos de pontilhado basdfilos. Portanto, ha um aumento na producéo
das células vermelhas, evidenciado pelos reticulécitos circulantes e pela hiperplasia de
células eritropoiéticas na medula déssea com alteracdes atipicas (alteracbes na
hemoglobinacdo, acimulo do ferro ndo hemoglobinico e polissacarideos, retardamento
na maturagao).

Estes efeitos sobre a medula 6ssea podem ser indicadores precoces de efeitos
similares noutros 6rgdos, por exemplo, na sintese do citocromo hepético P450,
apresentando alteracbes importantes, principalmente nas criangas que apresentam
envenenamento agudo por Pb[67].

Outros efeitos podem ser causados pelo Pb nos eletrdlitos (sddio, potassio), no
metabolismo mineral (Zn, Co, Mn, Ca, P e Fe), no metabolismo dos lipideos e
carbohidratos (inibindo enzimas que contenham-SH), no metabolismo do ADN e ARN,
nas vitaminas, na produgéo de hormonas (tiroxina, hormonio da hipdfise, catecolaminas)
e no metabolismo dos aminoacidos (triptofano).

De todas as alteracbes toxicas produzidas pela intoxicagdo pelo Pb, a
encefalopatia € a mais importante e grave, tanto em adultos, quanto em crianc¢as[62]. A
exposi¢cdo ao Pb pode ter inicio ja na fase intrauterina do feto e continuar aumentando
depois do nascimento[69].

A crianga podera apresentar desvios de comportamento, dificuldade de
compreenséo, baixo Q.l. e retardamento mental[70], sendo frequentes a irritabilidade, o
baixo rendimento escolar e a disfuncdo de percepcao sensorio-motora[58].

Este metal ndo tem nenhuma funcdo fisiolégica conhecida mas, devido a
exposicdo permanente, a sua presenga no organismo humano é uma constante,
exercendo efeitos adversos sobre varios sistemas bioldgicos. O grau de severidade vai
depender, ndo s6 do tipo de exposicdo mas, também, da suscetibilidade individual
(determinada por factores genéticos ou condi¢Bes adquiridas)[56, 71].

Ha estudos que apresentam interacdo entre incidéncia de cancro e exposi¢cao ao
chumbo, embora com pouco poder preditivo do risco carcinogénico[10, 53, 72-74].

A Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancro (International Agency for
Research on Cancer - IARC) classifica o Pb como um carcinogénio grupo 2B -
“possivelmente carcinogénico para 0 homem”[75].

Um estudo em Inglaterra em trabalhadores expostos ao Pb néo verificou um
aumento da incidéncia de cancro (Dingwall-Fordyce and Lane 1963); outro estudo nos
EUA verificou um ligeiro aumento no numero de mortes por cancro também em

trabalhadores expostos ao Pb (Cooper and Gaffey 1975) sendo contudo a maioria dos
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tumores encontrados ao nivel respiratorio e digestivo e ndo a nivel renal. Estudos
epidemioldgicos relacionaram a exposicdo ao Pb com cancro pulmonares e cerebrais
(Antilla et al. 1995; Coco et al. 1998). Com base em dados publicados nestes e noutros
estudos epidemioldgico, pode-se aferir uma ligeira, mas estatisticamente significativa
associacao entre exposicdo ocupacional ao Pb e mortalidade por neoplasias de pulmao,
estdmago e bexiga[76].

Quanto a capacidade do Pb induzir dano genético, os estudos reportam um
aumento de alteracdes cromossomicas, apontando alguns dos potenciais mecanismos de
genotoxicidade: (i) InibicAo da reparacdo do ADN; (ii) Capacidade de promocao de
células tumorais; (iii) Geracdo de ROI [56, 77, 78].

Como os ides Pb2+ ndo tém capacidade para gerar radicais hidroxilo a partir do
superéxido ou peroxido, o ALA é proposto como agente pro-oxidante no processo de
toxicidade do chumbo, sendo que a sua acumulagao gera radicais livres de oxigénio[79].

Pesquisas recentes sugerem a importancia dos mecanismos epigenéticos na
definicdo da relacdo entre exposicbes ambientais e doencas neurodegenerativas. Em
estudos epidemiol6gicos em adultos, a exposicdo cumulativa ao Pb tem sido associada
ao declinio acelerado na cognicdo. Além disso, a pesquisa em modelos animais sugerem
uma associacdo causal entre a exposicdo ao Pb durante a infancia e a epigenética da
doenca de Alzheimer[80].

Para entender todas as dinAmicas acima relatadas, e mencionadas em jeito de
revisdo, € necessario descer a campos basicos fundamentais, no qual tais relatos

assentam: a Toxicologia e a regulamentagéo em contexto médico-legal.

1.4. A toxicologia ocupacional

Por definicdo, toxicologia, representa a ciéncia cujo principal objetivo é a
identificacdo e quantificacdo dos efeitos adversos associados com a exposicdo a
determinados agentes, que se denominam de téxicos. Estes sdo normalmente
substancias quimicas de origem inorganica ou organica.

A toxicologia compreende o estudo dos toxicos e das intoxicagbes, de modo a
estabelecer os limites de seguranca com que 0s meios bioldégicos podem interagir com os
toxicos.

Considera-se a toxicologia moderna constituida por quatro disciplinas principais:
clinica, forense, reguladora e de investigacdo. Em fungéo da area de atividade adoptam-
se as seguintes subdivisGes: Ecotoxicologia, Toxicologia Alimentar, Toxicologia Clinica,
Toxicologia Experimental, Toxicologia Forense, Toxicologia Industrial, Toxicologia dos

Medicamentos, Toxicologia Regulamentadora e Toxicologia Ocupacional.
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A toxicologia forense insere-se no ambito da toxicologia analitica tendo, por
conseguinte, como principal objetivo a detecdo e quantificacdo de substancias tdxicas.
Contudo, a atividade do toxicologista forense aplica-se a situacdes judiciais subjacentes,
para as quais importa reconhecer, identificar e quantificar o risco relativo da exposicdo
humana a agentes toxicos. Como tal aproveita conhecimentos alcancados em
praticamente todas as &reas da toxicologia moderna.

Até ao século XX, a toxicologia forense limitava-se a estabelecer a origem toxica
de um determinado crime; o “toxicologista” atuava diretamente no cadaver com a mera
intengdo da pesquisa e identificacdo do toxico. Atualmente o campo de acdo desta
ciéncia é mais vasto, estendendo-se desde as pericias no ser vivo e no cadaver até
circunstancias de saude publica, tais como aspectos da investigacdo a nivel da atividade
laboral ou do meio ambiente. E aqui faz-se a ponte para a toxicologia ocupacional.

Os exames no ser vivo tém como objectivo a avaliacdo da intoxicacdo como
circunstancia qualificadora de delito, como causa de perigosidade ou de inimputabilidade.

Em caso de morte por intoxicagdo que se enquadra no ambito da morte violenta,
existe obrigatoriedade de, nesta suspeita, se proceder a autépsia médico-legal (Decreto-
Lei n° 96/01, de 26/03), e consequentemente, em geral, a requisicdo de pericia
toxicoldgica.

As intoxicagbes podem ser criminais, legais (pena de morte), acidentais
(alimentares, mordedura de animais, absor¢ao acidental, medicamentosas) ou voluntarias
(lesBes auto infligidas, toxicodependéncia, terapéutica).

Distinguem-se trés formas de intoxicagdo segundo a velocidade de
desencadeamento de acbBes ou dos efeitos téxicos: intoxicagdo aguda, subaguda e
cronica.

Os toxicos podem atuar sobre a célula produzindo uma destruicdo global da
mesma por processos de necrose, ou sobre o sistema enzimético ou partes seletivas da
célula (membranas, estruturas endocelulares ou organelos celulares).

A resposta do organismo a um determinado téxico depende, para além dos
factores do “hospedeiro”, da sua concentragao no 6rgao alvo (6rgao mais acessivel ou
mais sensivel aos efeitos apos exposicao) e do seu mecanismo de a¢do. Ha portanto que
determinar a relacdo entre exposicdo, dose e resposta. Como tal, é importante conhecer
a cinética das substancias no organismo. As principais fases em toxicocinética s&o
absorgéo, distribuicdo, metabolizac&o e eliminacéo.

Cada um destes passos pode influenciar a extenséo da toxicidade produzida pelo
agente toxico, pelo que uma avaliagdo do ponto de vista da toxicocinética pode ser

importante na apreciacdo dos dados analiticos obtidos.
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Em toxicologia, o processo de metabolizacdo (ou biotransformacédo) assume
especial interesse, dado que os toxicos sdo geralmente agentes xenobidticos, portanto
particularmente susceptiveis a sofrer alteracdes metabdlicas no organismo, 0 que pode
resultar na producao de novas substancias designadas por metabolitos.

Como factores do hospedeiro que afetam muitas das respostas a diversos tipos
de agentes téxicos podemos considerar as determinantes genéticas, idade, género, e
outros tais como dieta ou coexisténcia de doenca infecciosa. Estes fatores podem afetar
a exposicao e a dose, através de alteragc6es na absorc¢ao, distribuicdo ou metabolismo. A
variabilidade nas popula¢g6es humanas e no individuo deve ser considerada na avaliagdo
de riscos da exposicdo a toxicos e na ponderacdo de testes e estudos de investigacao
toxicolégica em organismos ndo humanos. As diferentes intoxicagbes humanas
apresentam geralmente um quadro sintomatolégico comum, que por iSso associa um
conjunto de sintomas téxicos inespecificos. Os sintomas mais frequentes e de pior
prognostico para a recuperagdo do intoxicado sdo 0s seguintes: comas, sindromas
hepatotdxicos, nefrotdxicos, cardiovasculares, respiratérios e hematolégicos, neuropatias
periféricas de origem téxica e sindromes dermatoldgicos.

Este ramo da toxicologia, ligado as intoxicages profissionais, (exposicdo a metais
pesados, como o Pb), abrangendo o manuseamento de téxicos, desde a industria
extrativa passando pela transformadora até a fase final que inclui a manipulacdo e
utilizacdo destes produtos, surge apos a revolucao industrial.

Cada vez mais a medicina atual adquire um carater social principalmente na
protecdo e prevencdo, da importancia do trabalho como procedéncia de doengas e

acidentes que ameacam a saude dos trabalhadores.

1.5. A medicina do trabalho

A medicina do trabalho define-se como a ciéncia que tende a olhar pela
seguranca do homem e a sua finalidade consiste em melhorar as condi¢6es de trabalho,
vigiar a saude dos trabalhadores, protege-los contra perigos de producdo, melhorar o seu
rendimento, colocé-los num ponto adequado e levar a cabo a redugédo e adaptacédo no
caso em que seja necessario.

Hipdcrates (460-377 a.C.) alertou para os efeitos nocivos que a expansdo dos
vapores de Pb tinha sobre a saude dos mineiros e dos operarios que 0 manuseavam.
Mas € a partir do séc. XV é que comegaram a existir progressos significativos no campo
da medicina do trabalho [15].

Em 1473 Ellenberg depois de reconhecer a perigosidade dos vapores de certos

metais e de descrever os sintomas de intoxicagdo por Pb sugere o uso de mascara e de
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luvas. Paracelso (1493-1541) publicou um tratado de doencas profissionais no qual
descrevia as varias enfermidades provocadas nos mineiros que manuseavam estes
metais.

Ramazzini (1633-1714), com a publicacdo da célebre De Morbis Artificium
Dictriba, descreve uma série de trabalhos com perigos inerentes, através da observacao
insistindo e recomendando que as medidas no combate as doengas profissionais tinham
um caracter preventivo e ndo terapéutico, levando a exata valoragdo do papel patogénico
do trabalho [15].

Encara-se como doenca profissional aquela que tem origem no exercicio do
trabalho, em que os mesmos sintomas sejam observados nos outros trabalhadores que
exercem a mesma profissdo, em que se possa demonstrar com clareza a causa produtiva
da sindrome clinica e que haja possibilidade de reproduzir experimentalmente a doenca.

Pode-se referir que dentro da medicina do trabalho h& lugar a existéncia da
medicina legal, laboral, que visa a jun¢éo dos conhecimentos médicos e legais auxiliando
a justica quer em situacdes laborais quer sociais.

Desde 1970, o Instituto Nacional de Seguranca e Saude Ocupacional, atual ACT
(Autoridade para as condi¢cdes do trabalho), tém monitorizado o ambiente e reduzido
significativamente a exposicdo a metais pesados nomeadamente ao Pb no ar, 4gua e
alimentos.

Relativamente ao metal pesado em estudo neste trabalho, na legislacédo
portuguesa o DL n° 274/89 de 21 de Agosto, estabelece diversas medidas de protecdo da
saude dos trabalhadores contra os riscos de exposi¢do ao Pb (transpde a Diretiva n°
82/605/CE de 28 de Julho).

Estabelece também que o Valor Limite de Concentracdo de Pb no ar no local de
trabalho é de 150ug/m3, referido a 8 horas diarias e 40 horas por semana.

O Valor Limite Bioldgico, ou a concentracdo de Pb no sangue esta fixado em 70ug
deste metal por 100ml de sangue.

1.6. A tabela nacional de incapacidades

No direito laboral avalia-se a incapacidade de trabalho que resultou de acidente
de trabalho ou doenca profissional que originou perda de capacidade.

No ambito do direito civil, valoriza-se percentualmente a incapacidade permanente
em geral, ou seja, a incapacidade para os atos e gestos correntes do dia-a-dia,
assinalando depois e suplementarmente o seu reflexo na atividade profissional especifica

do examinando. Isto permitiu a criagdo de um instrumento adequado de avaliagdo neste
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dominio especifico do direito, destinada a avaliagdo e pontuacdo das incapacidades
resultantes das alteracfes na integridade psicofisica — a TNI.

A TNI foi legislada pela primeira vez em Portugal pelo DL n°® 341/93 e visa facilitar
a avaliacdo de lesdes fisicas ou psicolégicas nos trabalhadores como resultado da sua
ocupacao profissional, ao mesmo tempo que fornece as bases de avaliacdo do prejuizo
funcional sofrido em consequéncia de acidente de trabalho e doenca profissional, com
perda de capacidade de ganho, tal como consta no DL n.° 352/2007, DR n.° 204, Série |
de 23 de Outubro.

Neste diploma foram publicadas duas tabelas de avaliagdo de incapacidades, uma
destinada a proteger os trabalhadores no dominio particular da sua atividade, portanto no
ambito do direito laboral (Tabela Nacional de Incapacidades por Acidentes de Trabalho e
Doencas Profissionais, revista e atualizada), e outra direcionada para a reparagao do
dano em direito civil (Tabela Nacional para a Avaliacdo de Incapacidades Permanentes
em Direito Civil - DL n.° 352/2007, DR n.° 204, Série | de 2007-10-23).

A TNI atualmente em vigor para o direito civil destina-se a ser utilizada
exclusivamente por médicos especialistas em medicina legal ou médicos especialistas
noutras areas com competéncia especifica na avaliagdo do dano corporal.

Nesta sequéncia pode dizer-se que o referido decreto veio permitir uma adequada
avaliacdo da incapacidade considerando o sinistrado num todo fisico e psiquico,
deixando de o considerar apenas pela fungédo exercida.

A medicina legal assume cada vez mais um papel social.

1.7. A medicina legal e o seu carater social

A medicina legal inclui um amplo leque de servigos localizados na interface entre
a pratica cientifica e o direito, situando-se, atualmente, no ambito da medicina social.

No passado, a medicina legal, apesar de integrar o curriculo escolar das escolas
médicas restringia-se apenas a tanatologia.

Na verdade, ao longo da historia, sempre foi atribuido aos médicos o papel de
prestar cuidados de salde as pessoas doentes ou traumatizadas sem que se
valorizassem certos aspectos fundamentais de natureza legal.

Grandes mudancas se operaram no ultimo século na nossa sociedade, vindo
alterar a abrangéncia da medicina legal e restantes ciéncias forenses, nomeadamente no
gue se refere ao seu papel social. Entre estas mudancas destacam-se:

0] O aumento da violéncia voluntaria (agressbes, crimes sexuais) e

involuntaria (acidentes);
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(ii) O desenvolvimento da ciéncia médica, quer a nivel dos cuidados de
emergéncia, quer a nivel tecnolégico;

(i) A nocdo mais abrangente de salude e do papel social do médico e da
medicina, registando-se alteracdes importantes no ambito da reinsercao
social e dos modelos de atuacao;

(iv) O posicionamento do direito e da lei face a tomada de consciéncia sobre
os direitos humanos;

(V) O alargamento dos cuidados de salude a toda a populagédo e a extensao
desses cuidados ndo sO6 as acdes assistenciais curativas ou paliativas
mas, também, as acdes de prevencao.

Estes e outros factos tém levado a que os médicos, bem como outros
profissionais, sobretudo das ciéncias biol6gicas, sejam, cada vez mais, chamados a
examinar e a pronunciar-se sobre situacbes variadas e por vezes de grande
complexidade, relacionadas com questbes de direito, seja do ambito penal, civil, do
trabalho, administrativo ou da familia e menores. Estas situa¢cbes podem incluir, por
exemplo a pesquisa de toxicos em amostras bioldgicas, entre outros.

Esta variedade de temas levou a necessidade de considerar a medicina legal
como uma especialidade, capaz de formar e habilitar profissionais para o cumprimento de
tarefas que exigem, além de conhecimentos e capacidades técnicas muito especificas,
um grande rigor cientifico, uma atualizacdo permanente e uma elevada capacidade de
isengdo e imparcialidade, de forma a ndo colocar em risco o interesse publico, os direitos
individuais e, portanto, a justica.

Trata-se de uma ciéncia em constante expansdo, 0 que implica que as suas
matérias e métodos se adaptem as novas tecnologias, as descobertas cientificas e,
também, as mudancas sociais e do direito.

Desta forma, considera-se que compete a medicina legal, como ciéncia social,
ndo s6 no diagnostico do caso mas, também, a contribuicdo para a “terapéutica” das

situacdes e, sobretudo, para a sua prevencao e reabilitacdo/reintegracéo/reinsercao.

23



Mestrado em Medicina Legal

CAPITULO 2

2. Objetivos e justificacdo do estudo

O principal objetivo desta dissertacdo foi entender a interacdo do Pb, um dos
metais contemplados na TNI, com a inflamacdo, demonstrando com base no modelo
experimental realizado, a importancia médico-legal deste metal como agente causal de
doenca profissional.

Para tal recorreu-se a metodologia de alta resolucdo, a microscopia electrénica de
varrimento acoplada a microandlise por raio-X (SEM-XRM), ja utilizada em estudos
semelhantes, com outros metais, tais como Hg [81], para investigar a localizacdo e a
organizacao ultraestrutural das microparticulas em circulagao.

A razdo principal desta investigagdo € atribuida a contaminacéo do meio ambiente
e consequentemente da cadeia alimentar pelo Pb.

O Pb é um metal de ocorréncia natural que com a Revolu¢éo Industrial passou a
ser usado em grande escala, provocando a libertacdo de grandes quantidades para o
ambiente. Dado o facto de ndo sofrer qualquer forma de eliminacdo natural, tem por isso
uma grande capacidade poluente.

O Pb é toxico, trata-se de um dos mais perigosos entre 0s metais pesados e em
moderados niveis de exposi¢cdo pode causar manifestacfes neurotOxicas, ao nivel da
medula dssea e rins, provocando alteragbes da autoimunidade e diminuicdo da
resisténcia do hospedeiro a infecgdes.

As questdes principais propostas nesta dissertacao foram:
A validade da técnica SEM-XRM utilizada, aliada ao interesse médico-legal.
Verificar se a toxicidade do Pb esta aumentada ou diminuida na inflamacéo.

Corroborar o que esta descrito na literatura sobre o Pb e estados inflamatorios.

P w0 NP

Extrapolar as possiveis consequéncias, a nivel celular, dos efeitos agudos da

imunotoxicidade induzida pela ingestao de Pb.

Finalmente, deve ser notado que os relatos constantes a resultados de diferentes
trabalhos, que envolvem ndo sdo o Pb, mas também outros metais apresentados ao
longo desta dissertacdo, com especial foco nesta questdo 4, serdo discutidos de um

modo integrado no capitulo 4, em conjunto com as principais conclusdes deste trabalho.
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2.1. Material e métodos

2.1.1. Ensaios in vivo - Modelo animal

Estudos realizados com 48 ratinhos BALB/c, fémeas de 6 a 8 semanas de idade,
de 25g (Charles River Laboratories SA, Spain).

Os animais foram mantidos em gaiolas, com racdo, agua e maravalha
devidamente autoclavadas e tratados de acordo com o regulamentado pela Lei Europeia
de protecdo dos animais utilizados para fins experimentais e outros fins cientificos
(diretiva 86/609/EC).

Em metade dos ratinhos foi induzida a inflamacgéo através da formacdo de uma
bolsa de ar subcutédnea, enquanto que nos restantes a inflamagdo a que foram
submetidos foi peritoneal. Cada grupo experimental foi composto por 6 ratinhos. O grupo
controlo composto por 4 ratinhos.

Nota: A linhagem BALB/c apresenta producdo de plasmocitomas em resposta a injecao
de 6leo mineral com consequente producdo de anticorpos monoclonais contra este. E
muito utilizada em pesquisas do sistema imune por apresentar um perfil de citocinas de
padrdo Th2. Foi utilizado um modelo animal de inflamagéo que consiste na formacao de
uma bolsa de ar subcutanea. O estudo foi mais direcionado para a resposta aguda inicial,

tanto inflamatéria como imunotoéxica.

2.2. Procedimento experimental

2.2.1 Inducéo da Inflamagéo

Os animais foram injetados com uma solucédo de 500uL de uma solucdo de BSA
(bovine serum albumin) a 3% em PBS. Esta injecéo foi feita em 24 ratinhos, na cavidade
peritoneal.

Na zona subcuténea (restantes 24 ratinhos) foi feita uma injecdo de 500uL de ar
na regido dorsal do ratinho para formacéao de uma bolsa de ar. Apés injecéo e decorridos
5 dias foi feita uma segunda injecdo com mais 300uL de ar.

A injecao de BSA deu-se 24 horas ap6s esta 22 injecdo de ar no outro grupo de
animais, para criar “ambiente” inflamatério, maior avidez de neutréfilos.

O sacrificio dos animais deu-se posteriormente com uma injecéo letal de cloreto
de Pb a 5% (500uL) na cavidade peritoneal e na bolsa de ar subcutanea.

Os exsudados celulares foram recolhidos e ressuspensos, por lavagem com

solucéo de PBS.
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Posteriormente prepararam-se laminas citolégicas dos exsudados (citocentrifuga).
Estas preparac6es foram usadas para a quantificacéo de tipos de células por microscopia

electrénica de varrimento (SEM).

2.2.2. Técnica SEM-XRM

A técnica utilizada foi a microscopia electrénica de varrimento acoplada a
microandlise por raio X (SEM-XRM).

O grande avanco na caracterizagdo de materiais com recurso a esta metodologia
ocorreu na década de 50, com a comercializagdo do primeiro SEM em Cambridge (1965).
Em 1982 foi instalado o primeiro SEM em Portugal, no Centro de Metalurgia e Ciéncia de
Materiais da Universidade do Porto.

A esta técnica esta geralmente associada a técnica de espectroscopia dispersiva
de Raios-X (EDS), que permite uma analise semi-quantitativa dos elementos quimicos na
superficie dos materiais.

Os resultados obtidos durante a realizagcdo desta dissertacdo de mestrado foram
realizados num microscépio convencional, modelo JEOL-6301F SEM acoplado a um
sistema de deteccdo Noran Voyager de microanalise elementar de raio-X com sistema de
deteccgéo EDS, do Centro de Materiais da Universidade do Porto (CEMUP)[82].

As amostras foram revestidas com uma fina pelicula de Carbono (C), de forma a
tornar a superficie condutora, possibilitando desta forma o estudo por microscopia
electronica.

Esta técnica, facil e pouco dispendiosa, qualitativa e semi-quantitativa do
conteddo quimico, permite observacdo e caracterizacdo de grandes superficies de
amostras espessas.

Os microscopios electrénicos sao instrumentos que permitem o exame e obtengéo
de imagens de amostras de materiais diversificados, semelhantes as que se podem obter
por microscopia optica de reflexdo, mas numa gama de ampliacdo superior (desde 10x
até 18000x), com uma profundidade de campo de 30um, tendo como base as radiacbes
resultantes da incidéncia de um feixe de electrdes num ponto da superficie da amostra-
alvo, e a subsequente recolha dos sinais electronicos emitidos pelo material-alvo.

As amostras para poderem ser caracterizadas por microscopia electrénica tém de
obedecer as seguintes condicdes:

(a) Apresentar boa condutividade eléctrica superficial;
(b) Auséncia de condutividade superficial, pois leva & necessidade de metalizacéo,
através da aplicacdo de um revestimento ultrafino, de Au ou C; (neste trabalho foi

utilizado o C devido a sobreposicao nos espectros dos picos de Pb com o Au);
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(c) Suportar o vacuo (pressédo de 10 Pa);
(d) Estabilidade fisica e quimica, nas condicbes de interacdo com o feixe
electromagnético.

As amostras sao percorridas sequencialmente (varrimento) por um feixe de
eletrbes acelerados por uma tensdo que varia entre 0 e 40KV, finamente focado através
de um sistema de lentes electromagnéticas.

Da interagcdo do feixe electronico com a amostra resulta a emissdo de diversos
tipos de radiacdo e eletrbes, entre 0s quais os eletrdes secundérios (ES) utilizados na
formulacdo da imagem da amostra (E< 50eV). Os eletr6es secundarios séo eletrdes da
amostra que sofrem excitagao e “escapam-se” da superficie. Os eletrbes retrodifundidos
(ER) permitem a distingdo, na amostra em estudo, de regides de atomos leves e
pesados.

A analise simultanea dos sinais recolhidos pelos detectores permite caracterizar
cada ponto da amostra em termos de: topografia (ES e ER); niumero atémico (ER);
propriedades cristalinas (ER); composicao quimica elementar (ER); campos magnéticos

(ER); orientacéo cristalina local da amostra (ER)[83].

Fig. 2A

{  Eletrdes secundarios
Eletrdes Auger

Feixe transmitido

Figura 2A: Tipos de radiacdo emitida por uma amostra quando submetida a um feixe de

Eletrdes retrodifundidos

Raios x

Feixe de eletrbes

eletrbes. Adaptado de Raven et al., 1996.

Esta informacéo, quer seja de topografia ou de composicdo elementar, requer
para a sua visualizacdo e interpretacdo que ao microscopio esteja associado o
espectrometro de raios X. Torna-se assim possivel, com as imagens de eletrbes
secundarios (imagens que se assemelham as imagens habituais da observacédo visual),
ter uma interpretacdo intuitiva das superficies celulares, sendo depois na imagem de
eletrdes retrodifundidos visualizado o contraste topografico e aplicada a microanalise,

para determinar o contetdo no interior das células.

27


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/9d/Microscopia_eletronica_esquema.jpg

Mestrado em Medicina Legal

O sistema EDS de detecdo acoplado ao microscépio utilizado neste estudo
permite a detecdo de elementos quimicos presentes numa concentracdo superior a 0,2-
0,3% em massa, conseguindo-se uma microanalise qualitativa e semi-quantitativa dos
elementos presentes na amostra.

A conjugacdo das técnicas SEM/EDS permite obter imagens tridimensionais da

amostra e mapas de composicao dos elementos a superficie da amostra.
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CAPITULO 3

3. Resultados

As experiéncias preliminares foram realizadas com o objetivo de obtencao de
cavidades inflamatérias em que o tipo de leucécitos predominante fosse o de neutrofilos
ou macréfagos.

A estratégia escolhida consistiu em usar o mesmo agente flogistico - BSA - para
provocar nas duas cavidades (com o mesmo intervalo de tempo, 72 horas apés a injecao
de BSA), onde os exsudados de neutroéfilos ou macrofagos prevaleceu.

Ap6s 72 horas da injecdo de BSA, macrofagos foram o tipo de célula
predominante na cavidade peritoneal, enquanto os neutrofilos foram o tipo celular mais
numerosos que foi colhida a partir da bolsa de ar subcutanea.

Do conjunto de imagens obtidas no estudo, seguidamente apresentam-se as mais
representativas, e que retratam os eletrbes secundarios e eletrodifundidos de células
inflamatorias com um curto intervalo de tempo de exposic¢do a Pb, isto €, a distribuicdo de

pontos de Pb por fagdcitos.

Fig. 3A

e BE1

fium CEMUP 0 fium CEMUP 12000

Figura 3A — Imagens de eletr6es secundarios (a esquerda) e de eletrdes retrodifundidos

(a direita) de uma célula inflamatéria peritoneal, ap6s 24 horas.
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Fig. 3B

CEMUP 31

Figura 3B - Imagens de eletrdes secundarios (a esquerda) e de eletrdes retrodifundidos
(a direita) de uma célula inflamatéria peritoneal, ap6s 24 horas.

Fig. 3C
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Figura 3C - Imagens de eletrbes secundarios (a esquerda) e de eletrdes retrodifundidos

(a direita) de uma célula inflamatéria peritoneal, ap6s 72 horas.
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Fig. 3D

— g —
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Figura 3D - Imagens de eletrbes secundarios (a esquerda) e de eletrbes retrodifundidos
(a direita) de uma célula inflamatéria peritoneal, ap6s 72 horas.

CEMUP x

Figura 3E — Imagens de eletrbes secundarios (a esquerda) e de eletrdes retrodifundidos
(a direita) de uma célula inflamatéria de bolsa de ar subcuténea, apés 48 horas.
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Fig. 3F

CEMUP 3

Figura 3F - Imagens de eletrdes secundarios (a esquerda) e de eletrdes retrodifundidos
(a direita) de uma célula inflamatéria da bolsa de ar subcutanea, apés 48 horas.

A distribuicdo subcelular de Pb mostrou que as particulas de metal estavam
espalhadas por todo o citoplasma, sem organizagdo aparente em padrdes (Figuras 3A-
3F).

Apo6s 72 horas de inflamacdo, as células fagocitarias mostraram uma diferenca
significativa na positividade relativamente ao Pb entre as duas cavidades: as células
inflamatérias da cavidade peritoneal (tendo um numero quase igual de neutrdéfilos e
macrofagos) ingeriram trés vezes mais Pb do que a populagéo predominante macrofagica

presente, no mesmo intervalo de tempo da inflamacéo, na bolsa de ar subcutanea.

Uma grande variacdo no numero de pontos de Pb foi encontrada entre os

fagdcitos inflamatérios individuais.

Particulas de Pb foram excluidas de regides nucleares. A maioria das particulas
de Pb visualizadas dentro de fagdcitos inflamatérios sédo redondos e com diametros

menores do que 20nm.

A SEM-XRM oferece a identificacdo in situ de pontos de Pb individuais nos
fagocitos. Este permite a quantificacdo assim como também permite definir a sua

topografia.

As figuras seguintes representam alguns dos espectros de SEM-XRM obtidos, dos
pontos assinalados nas imagens, de eletrdes retrodifundidos (ER), e demonstram a

presenca qualitativa de Pb em concentracdes superiores a 0,2% (m/m).
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Fig. 3G
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Figura 3G - Espectro de SEM-XRM dos pontos (ER) assinalados numa célula inflamatéria
peritoneal.
Fig. 3H

YES: 700 Livetime: 30

Figura 3H - Espectro de SEM-XRM dos pontos (ER) assinalados numa célula inflamatéria

peritoneal.
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Fig. 3l
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Figura 3l - Espectro de SEM-XRM dos pontos (ER) assinalados numa célula inflamatéria
da bolsa de area subcutanea.

Fig. 3J
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Pb
A Pb

Figura 3J - Espectro de SEM-XRM dos pontos (ER) assinalados numa célula inflamatoria
da bolsa de area subcutanea.
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CAPITULO 4

4. Discussao

As conclusdes deste trabalho evidenciam resultados vélidos na andlise estrutural,
demonstrando a aplicabilidade da técnica escolhida (SEM-XRM) aliado ao interesse
médico-legal: dado o facto de o Pb ser um dos trés metais contemplados na TNI, por ser
considerado um motor de morbilidade.

O método de alta resolucdo de SEM-XRM permite a quantificacdo de células
positivas de Pb, bem como a avaliagdo do tamanho e do numero de pontos de Pb
observados em cada célula.

Os resultados mostram uma absorcao rapida de Pb pelos fagdcitos inflamatérios,
ou seja, 0os macroéfagos e granulécitos.

Um curto periodo de exposicdo in vivo ao Pb é suficiente para que haja uma
ingestdo de um grande nimero de pontos de Pb pelos fag6citos individuais.

A inflamacdo aumenta a capacidade dos fagocitos para captar particulas de Pb,
resultados que vem corroborar 0 que tem vindo a ser descrito na literatura.

A revisdo da literatura exposta anteriormente demonstra que leucdcitos e
macréfagos sdo componentes celulares frequentemente encontrados em lesdes
inflamatorias.

Em virtude da ampla gama de substancias pré-inflamatérias e pro-reparo tecidual
produzidas por estas células, acredita-se que elas tenham papel fundamental na
formacdo, perpetuacdo e involugdo das lesdes inflamatorias, muito embora os
mecanismos exatos por meio dos quais estes fendmenos ocorrem ndo estejam

completamente esclarecidos.

A toxicidade do Pb é conhecida por estar relacionada com a suscetibilidade
individual.

Um estudo feito por Church,et al.,onde dois trabalhadores expostos foram
comparados: um assintomatico (A), e o outro que apresentava sintomas de toxicidade
(B), demonstrou que no primeiro a maior parte (cerca de 70 %) do Pb dos eritrécitos foi
associada a proteina metalotioneina, enquanto no outro a proteina continha apenas cerca
de 20 % do total de Pb, com quantidades significativas ligados a proteinas de elevado
peso molecular, incluindo a hemoglobina. Estes resultados sugerem que esta proteina
pode atuar para sequestrar chumbo numa forma néo biodisponivel, protegendo, portanto,

0 corpo da toxicidade do chumbo[84].
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Ana Moreira (2010) na sua tese de mestrado sobre a frequéncia dos
polimorfismos genéticos ALAD (Mspl) e VDR (Bsml), envolvidos na toxicocinética do
Chumbo, numa populag¢do portuguesa, refere a importancia da avaliacdo do potencial
efeito dos gendtipos estudados sobre dois biomarcadores, um de exposicdo e outro de
efeito. A enzima ALAD parece ter um papel determinante na acumulacéo e distribuicdo
do metal pelo organismo, o que por sua vez, influencia os efeitos patologicos do chumbo.
Quanto ao polimorfismo Bsml do gene VDR, observou que os portadores do alelo VDR B
s80 o0s que possuem niveis mais elevados de ambos os biomarcadores[85].

A maior parte dos estudos incidem na populacdo ocupacionalmente exposta,
havendo poucos dados sobre exposicdo ambiental. Os trabalhadores expostos poderdo
estar mais sensibilizados/predispostos por “fatores” varios, entre os quais a inflamacéao.

No entanto, sdo necessarios mais estudos para se avaliar os efeitos provocados
por estes “fatores” na toxicocinética do chumbo e quais os mecanismos através dos quais
a sua influéncia se faz sentir.

Ha falta de biomarcadores validados da exposi¢cdo ao Pb. Estudos futuros que
utilizem um desenho de coorte para medir a exposicao ao Pb e biomarcadores de carga

validados em epigenética seréo Uteis para esclarecer esta relacdo importante.[5]

Existem varios desafios para a investigacao epidemiol6gica humana, avaliando a
relacdo entre a epigenética, a exposicado ao Pb e doenca.

Macréfagos associados a tumores tém um papel importante na resposta
inflamatéria e produzem uma série de fatores de crescimento para células epiteliais e
endoteliais, bem como das citocinas inflamatérias e quimiocinas, que contribuem para a
sobrevivéncia do tumor, proliferacéo e invaséo.

Da revisdo da literatura ressalta que existe uma intima relacdo entre a inflamacéo
cronica e 0 cancro e que as lesdes cancerigenas aproveitam o desequilibrio do
mecanismo natural de defesa, para invadir o organismo e leva-lo a morte.

Os mediadores quimicos da inflamagéo, fazem assim jogo duplo, desempenhando
papel nocivo no aparecimento e desenvolvimento das lesGes cancerigenas e 0 excesso
da producdo de mediadores da inflamacdo produzido pelas células cancerigenas,
acarretam o bloqueio do suicidio celular (apoptose) geneticamente programado.

A doenca neuroldgica consiste numa degeneracdo generalizada das células
nervosas que transmitem os impulsos eléctricos necessérios para o bom funcionamento
do organismo.

A DA é uma desordem neurodegenerativa lenta e progressiva que afeta o cérebro

e se encontra associada a idade e é caracterizada pela toxicidade induzida pela
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deposicdo de formas anormais de proteinas, tal como descrito no capitulo 1. O curso
médio da DA é de cerca de 10 anos. E considerada um problema de satide publica. Os
doentes que sofrem desta desordem nédo sdo considerados responsaveis pelos seus
atos, devido ao permanente afastamento da realidade e incapacidade de perceber as
situacdes a sua volta. Pelo Cédigo Penal Portugués sao considerados “inimputaveis".

Um facto é ponto de concérdia entre os investigadores: os estudos
epidemioldgicos ndo sdo bem adaptados para acomodar o longo periodo de laténcia
entre a exposicdo durante a infancia e inicio da doenga neurodegenerativa,

nomeadamente a DA.

Em jeito de reflexdo final ha uma questdo que se prende com os rapidos avancos
cientificos e tecnologios de utilizacdo e escolha de biomarcadores no contexto médico-
legal: ética e a pratica em saude ocupacional.

Os biomarcadores sdo amplamente utilizados em salde ocupacional: fase de pré-
emprego, teste preventivo ou preditivo.

O teste preventivo tem de uma forma global o objetivo de evitar acidentes que
podem ocorrer se um trabalhador clinicamente inapto comprometer um trabalho; para
trabalhos sensiveis de seguranca, testes de rotina da capacidade funcional do
trabalhador no emprego.

Contudo, os testes preditivos permitem prever o risco de um trabalhador vir a
desenvolver uma determinada doenca, ou seja, 0s objetivos podem variar e ter a intengéo
de excluir um trabalhador suscetivel de trabalhar num ambiente perigoso, ou mesmo
evitar a contratacdo de um trabalhador que é suscetivel de desenvolver uma doenca e
que pode levar ao aumento dos custos, do empregador, com cuidados de saude.

A questao pertinente a considerar € se 0 teste é realizado para beneficiar o
individuo ou para atender alguma necessidade administrativa e/ou financeira.

Entre os trabalhadores expostos, o0 rastreio pode ser conduzida para
biomarcadores de exposi¢do ou efeito. No entanto, em biomarcadores néo validados é
necessario assegurar que 0s ensaios sao precisos e eficazes, e que ndo sdo utilizados
para discriminar individuos[86]. A medicina legal e a sua “preocupagao” social!

A medicina legal é uma especialidade médica de carater eminentemente
informativo, como referia Gérard Mémeteau, com imenso e inegavel interesse social. A
medicina legal ndo é a medicina dos mortos. Pelo contrario, s&o muitos mais 0s exames
gue se efetuam nos vivos e para os vivos do que aqueles em que se intervém no cadaver

Oou nao Vvivo.
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