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Resumo

A medicina legal € hoje em dia uma ciéncia de grande complexidade que
cresce e evolui em comunhdo com o progresso cientifico de variadissimas
areas do conhecimento. A toxicologia, por sua vez, é parte integrante da
medicina legal. Na actualidade n&o é possivel pensar na medicina legal, sem
englobar as vérias vertentes de estudo dos téxicos, na sua manifestacdo de
confronto com a Justica em muitas situagdes. E uma ciéncia de caracteristicas
essencialmente analiticas fundamental para o esclarecimento de questdes
juridicas relacionadas com intoxicacoes, isto €, estuda os aspectos médico-
legais, procurando esclarecer a causa da morte em casos de intoxicagao e
envenenamento. As substancias toxicas tém vindo a ser usadas desde sempre.
Com a evolucdo do conhecimento e da Ciéncia, muitos foram os meios
utilizados para o estudo da toxicologia.

A medicina do trabalho tem como principal objectivo a prevencdo da
saude dos trabalhadores. Contudo, este ramo da medicina devidamente
legislado pelo cadigo do trabalho confere as competéncias da quimica médico--
legal e da possivel avaliacdo do dano. As doencas profissionais encontram-se
contempladas na tabela nacional de incapacidades. Dos trés metais
contemplados na TNI relativa a doencas profissionais, esta dissertacao
debrucou-se no estudo de dois deles, o mercurio e o chumbo, cujos efeitos
toxicos sdo amplamente reconhecidos. Sao inumeros os trabalhos que
relacionam o0s metais pesados com as doencas neurodegenerativas,
principalmente Alzheimer e Parkinson.

O objectivo desta dissertacdo foi fazer o estudo de possiveis alteracées
dos depdsitos da proteina a-sinucleina a nivel do trafego intracelular, causadas
pelo contacto com um agente nocivo.

Para isso, utilizou-se a levedura Saccharomyces Cerevisiae como
modelo de estudo para a doenca de Parkinson e Alzheimer, através da
inoculacdo com o0s metais pesados, chumbo e mercurio, juntamente com
técnicas de microscopia electrénica de transmissao. Assim, obtiveram-se como

resultados a deposicdo de dots/clusters junto & membrana plasmética. Estes
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dots/clusters representam a desorganizagdao da a-sinucleina, devido a
inoculacao das leveduras Saccharomyces Cerevisiae com mercurio.

O facto de a a-sinucleina ser o principal componente estrutural dos
corpos de Lewy, cuja presenca acompanhada de perda de neurdnios
dopaminérgicos representa a caracteristica patoloégica de uma doenca
neurodegenerativa e, a evidencia da desorganizagcdo e/ou marcagdo mais
evidenciada desta proteina neste modelo de estudo utilizado, aquando da
inoculacdo com o metal pesado contemplado na TNI que se sabe que tem uma
accdo em processos bioquimicos que se acredita estarem envolvidos na
doenca de Alzheimer vem corroborar o ja descrito na bibliografia da possivel

relacao entre o mercurio e as doencas neurodegenerativas.
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Abstract

Legal Medicine is now a science of great complexity that grows and
evolves in communion with a variety of different scientific fields of knowledge.
Toxicology, in turn, is part of forensic medicine. At present you cannot think of
forensic medicine without encompass the various aspects of study of toxic
substances in their expressions of confrontation with the courts in many
situations. It is essentially a science of analytical features essential to the
clarification of legal issues related to intoxication, that is, studying the medical-
legal aspects, seeking to clarify the cause of death in cases of intoxication and
poisoning. The toxic substances have been used ever since. With the evolution
of knowledge and science, many were the means used for the study of
toxicology.

The occupational medicine has as main objective the prevention of
health workers. However, this branch of medicine duly legislated by the Labour
Code, the powers conferred doctor of chemistry - and legal assessment of the
possible damage. Occupational diseases are covered in the national table of
disabilities. Of the three metals covered by the TNI on occupational diseases,
this dissertation examined in the study of two of them, mercury and lead, whose
toxic effects are widely recognized. There are numerous studies linking heavy
metals in neurodegenerative diseases, particularly Alzheimer's and Parkinson's.

The goal of this thesis was to study possible changes in deposits of the
protein a-synuclein at the level of intracellular traffic, caused by contact with a
harmful agent.

To do this, we used the yeast Saccharomyces cerevisiae as a model for
Parkinson's disease and Alzheimer's disease by inoculation with heavy metals,
lead and mercury, together with techniques of transmission electronic
microscopy. Thus was obtained as a result of the deposition dots / clusters near
the plasma membrane. These dots / clusters represent the disruption of a-
synuclein due to inoculation of the yeast Saccharomyces cerevisiae with

mercury.
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The fact that a-synuclein is the main structural component of Lewy
bodies, whose presence accompanied by loss of dopaminergic neurons is the
pathological characteristic of a neurodegenerative disease, and the evidence of
clutter and / or more evident marking of this protein in this model study used
during the inoculation of the heavy metal contemplated in TNI known to have an
action in biochemical processes which are believed to be involved in
Alzheimer's disease corroborates the already described in the literature for a

possible relationship between mercury and neurodegenerative diseases.
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Introducéo

A actividade probatéria, na area das ciéncias forenses, assume
importancia cada vez mais relevante no ambito cientifico e juridico. Isto deve-
-se principalmente a crescente exigéncia, por parte das variadas instancias que
interferem no sistema de justica, ao nivel do rigor e da seguranca da prova
cientifica que é produzida para servir a justica nos mais variados casos.
Todavia, os conflitos gerados pelo aumento do niamero de casos de violéncia,
voluntaria ou involuntaria, que por sua vez geram conflitos que evoluem com
grande frequéncia para a resolucao judicial, também sdo um factor de enorme

importancia.

1. Enquadramento Médico-Legal e Forense [1]

1.1. Origens da Medicina Legal

E possivel admitir que a medicina legal teve origem quando o Homem,
vivendo em sociedade, achou necessario aplicar a Justica que a concepg¢ao
comunitaria lhe impunha. Deste modo, é admissivel que o crime seja tdo antigo
como o préprio Ser Humano, e a imagem biblica, ao aludir ao fratricidio de
Caim sobre Abel, primogénitos de Addo e Eva, apresenta-nos essa
precocidade. Os litigios nas sociedades primitivas eram muito simples e
resolvidos pelo consenso local, progressivamente as sociedades foram criando
as suas proéprias organizacdes que se alicercavam, por vezes, na magia e na
supersticdo. A certa altura, comecgou a exigir-se a prova como fase processual

do julgamento de incriminados.
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Na antiguidade Oriental, cerca de 3000 a.C., Imotep é apontado como o
primeiro perito médico-legal. Nesta época, os médicos eram indicados pelo
Estado, existindo ja as especialidades. Os erros médicos eram severamente
punidos, chegando os culpados a ser lancados ao Nilo para serem devorados

por crocodilos.

Na Babilonia, 1700 a.C., o Codigo de Hamurabi e o Cddigo dos Hititas,
1400 a.C., sdo exemplos muito precoces da relacdo médico-legal. Entre as
inovacdes juridico-administrativas destaca-se a criacdo de corpos de
representantes com elementos da plebe (povo) e a submisséo do poder da
magistratura a soberania popular, sendo que até essa ocasido a magistratura
era controlada pela aristocratica classe dos patricios. Com a nova organizacéo
do poder, a réplica romana era governada por magistrados, eleitos por um ano,
pelo senado e pelas assembleias populares ou comicios.
Pelo tipo de organizagdo sécio-politica referida anteriormente, compreende-se
que cerca de cinco séculos antes de Cristo, havia enorme dificuldade na
administracdo da justica, em Roma. A luta de classes, que levou a queda do
sistema republicano, desenvolveu-se largamente motivada pela arbitrariedade
dos juizes. Os cidaddos ndo eram todos iguais perante a lei, 0 que acarretava
grandes discrepancias exprimidas em benevoléncia excessiva para uns e

severidade excessiva para outros.

Na Grécia antiga houve grande interesse pela medicina. Hipdcrates
(460-377 A.C.) entre os seus dados sobre medicina refere informacfes
isoladas sobre anatomia e fisiologia. Galeno (131-210 a.C.) fez experiéncias
em animais e dissecou os seus cadaveres. O grande erro de Galeno foi ter
transferido para o Homem, sem adaptacéo, todos os dados sobre as estruturas

dos animais.

Durante a Idade Média o progresso cientifico ndo foi muito expansivo. A
proibicdo da disseccdo cadavérica impediu um maior desenvolvimento da
medicina. Contudo, e apesar de todas as dificuldades, alguns sabios deram
uma importante contribuicdo para a medicina, devendo evidenciar Avicena
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(980-1037) em cuja obra “Canon da Medicina” se englobam conjuntamente os
conhecimentos meédicos desta data e, dados sobre anatomia e fisiologia.

No século Xlll, na China, apareceu um valioso documento meédico-legal: “Hsi
Yuan Lu”, no qual se classificavam as lesdes de acordo com o instrumento que
as concebia e a sua gravidade em funcdo da regido do organismo em que se

localizavam.

Em 1507, sob os vaticinios do Bispo de Bamberg e do bardo Jodo de
Schrvartzenberg, a Alemanha passou a dispor de um cddigo penal bastante
completo. Em 1537, o Imperador Carlos V promulgou o Cdodigo Carolino, que
estabelecia que o perito médico devia ajudar os juizes em casos de homicidios

e varios tipos de lesdes.

A fisiologia e a anatomia surgem no Renascimento como disciplinas
cientificas. A anatomia, como ciéncia independente, inicia-se no século XVI,
com André van Wesele, conhecido por André Vesalio (1514-1564), que realizou
grande numero de dissec¢cbes humanas. Durante dois séculos, a obra de
Mondino (1270-1326), que realizou a primeira abertura de um cadaver,
descrevendo a posi¢ao e a forma dos 6rgaos internos (“Anatomia”), constituiria
o texto basico dos estudos anatomicos, tendo sido inUmeras vezes copiado na
integra ou em resumos até que foi substituida pela: “Humani Corporis Fabrica”
(1543) de Vesalio.

A anatomia, sob o ponto de vista renascentista do século XVI, tem o seu
expoente maximo em Italia, assinalando-se a colaboracdo de célebres artistas
como Leonardo da Vinci e Miguel Angelo. Entre os anatomistas destacam-se
Eustaquio, Ingrassia, falopio, Fabricio d’Acquapendente, Vardlio. Da Vinci, na
pratica, pouco contribuiu para a evolugcdo da anatomia. Contudo, se € um facto
gue do ponto de vista da forma corporal haveria de vir a ser superado por
Vesalio, do ponto de vista cientifico, Leonardo da Vinci, tem lugar impar na
historia... atentando a alguns dos seus pensamentos: “Ndo ha investigacao
humana que possa ser chamada de verdadeira ciéncia se ndo for submetida a
demonstracdes matematicas; se afirmares que séao verdadeiras as ciéncias que
se iniciam e terminam na mente, contestar-te-ei por muitas razdes: em primeiro
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lugar, porque em tais especulacfes mentais ndo ocorre a experiéncia, sem a
qual nada é certo”; “Quem discute baseando-se na autoridade, ndo usa o

engenho, mas a memoéria”; “a Sabedoria é filha da experiéncia”.

No século XVII, o conhecimento de causa fica limitado ao ambito da
filosofia pura, enquanto paralelamente a ciéncia passa a ser dominada
sobretudo no saber como a realidade se manifesta, isto é, o séc. XVII (e o séc.
XVIII) estd muito mais voltado para o empirismo do que para a metafisica. Em
termos mais amplos da apreciacdo do mundo, Galileu Galilei destacara ja a
impossibilidade de a ciéncia explicar o porqué das coisas, restringindo-se
apenas a descricdo dos fenémenos. Poder-se-4 considerar que o homem
cientifico do séc. XVII € um homem confundido perante as mdltiplas
concepcbes do Renascimento. Na éarea da medicina, essa confusao
manifestar-se pela apresentacdo de teorias novas, tentando reduzir todos os
fendbmenos a dependéncia de uma estrutura, a qual, manifestando-se de
modos diferentes nos varios 6rgaos, seria encarada como fundamento para
explicar individualmente e em conjunto o fenédmeno vital. O séc. XVII procurou
substituir o sentido animico da vida por estruturas organicas. Esta propensao
encontra-se em Mapighi que pretendeu reduzir todo o fenémeno vital ao

conceito primitivo de glandula.

No séc. XVIII a supremacia médico-legal passou para a Alemanha.

Um dos aspectos mais importantes da interferéncia médico-legal diz
respeito aos envenenamentos. As substancias toxicas tém sido usadas para
ataque ou defesa do Homem desde sempre. Pesquisas arqueoldgicas
demostraram conhecimentos de venenos pelos homens primitivos que
pintavam as pontas das suas armas com eles para mais facilmente matarem as
suas vitimas ou inimigos. Entre 0os mais antigos escritos de Toxicologia
encontram-se 0s velhos papiros do Egipto. O papiro de Ebers, datado de 1552
a.C., é talvez o mais conhecido. E uma colectanea de muitas invocacdes e
praticas de artes magicas para expulsar as doencas e menciona muitos
remédios especificos.
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No principio do séc. XVII, o sul de Itélia, estava assolado de perigosos
envenenadores que prosperaram durante anos, tendo-se Napoles tornado o
centro de tdo nocivo oficio. Conhecia-se o0 arsénio, ouro-pimento, antimonio,
mercurio, ouro, cobre e chumbo bem como algumas das suas propriedades.

Os envenenamentos continuaram em muitas partes do mundo durante os sécs.
XVIII e XIX e actualmente ainda ndo se esté livre de tal pratica pois a natureza
capital do homem ndo mudou com os tempos. Antes do séc. XIX ndo podiam
ser realizadas autopsias nem analises quimicas dos 6rgdos das vitimas para
detectar venenos no organismo. Foi entdo que surgiram rapidos avancos nos
dominios da quimica, fisiologia, patologia e clinica médica. Também a partir
desta época a consciencializacdo de Estado para o perigo que as populacées
corriam, ndo sé por parte de criminosos mas também de acidentes industriais,
foi reconhecida na generalidade. O conhecimento das ciéncias atras descritas
permitiu a deteccdo dos agentes tdxicos o que permitiu o diagnostico dos
agentes causais aguando da suspeita de envenenamento. Da quimica surgiram
0s métodos para a analise e deteccdo dos agentes toxicos nos tecidos e
orgdos. Os conhecimentos da patologia, acerca das mudancas no organismo
originadas pela accéo dos agentes toxicos, e a clinica uniram os sintomas dos
doentes aos tecidos agredidos. E da competéncia da clinica médico-legal
fornecer os dados mais importantes para a proteccdo do publico e os

apropriados procedimentos para a proteccao dos trabalhadores na industria.

1.2. Ciéncias Forenses e suas principais valéncias

Como ja foi referido anteriormente, a actividade probatoéria, na area das
ciéncias forenses, assume importancia cada vez mais relevante no ambito
cientifico e juridico devido, principalmente, a crescente exigéncia de rigor e
seguranca por parte das instancias que interferem no sistema de justica.

As Ciéncias Forenses sao talhadas para a analise de vestigios nos mais
variados tipos de crime. Esses vestigios vdo desde os espécimes biologicos
como sangue, cabelo, sémen, a muitos outros tecidos e materiais que estao
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entre os tipos de evidéncias mais frequentemente encontrados nas cenas do
crime, como armas e outros objectos. As Ciéncia Forenses abrangem um
conjunto de areas tdo variadas como a Antropologia, Criminologia,
Entomologia, Odontologia, Patologia, Genética, Psicologia ou Toxicologia que
em conjunto, actuam de modo a resolver casos de caracter legal. E importante
referir que a Ciéncia Forense ndo € uma ciéncia Unica, estd dependente de

todas areas que sejam necessarias em casos especificos.

E reconhecido que um dos fundadores da Toxicologia moderna foi
Mateo J. B. Orfila (1787-1853). Em 1814, publicou o Tratado de Toxicologia,
obra de dois volumes que é hoje reconhecido como um classico e do qual se
fizeram varias edi¢cdes. Era um experimentador e desenvolveu certo nimero de
testes para a identificacdo de agentes toxicos. Uma das mais importantes
descobertas de Orfila foi a de que a absorcao dos venenos ocorre no estbmago
e que se acumulam nos tecidos. Desenvolveram-se métodos quantitativos para
a deteccdo de substancias toxicas, entre 0s quais se destacam o teste de
Marsch para o arsénio (1836) e o teste de Reinsch para o arsénio e o mercurio
(1841).

Com o discorrer do tempo, outros métodos e técnicas especificas e
delicadas surgiram para a deteccdo de crimes como sdo a identificacdo pelas
impressdes digitais, 0 exame microscopico de artigos suspeitos e os testes

serologicos.
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2. Tabela Nacional de Incapacidades. Doencas Profissionais. [2]

O conceito de Medicina Legal é relativamente recente, no entanto, ja
desde a antiguidade se comecou a delinear o seu esboco, quando um médico
era chamado para esclarecer certas questdes relacionadas com a morte de um
individuo.

A medicina legal € hoje em dia uma ciéncia de grande complexidade que
cresce e evolui em comunhdo com o progresso cientifico de variadissimas
areas do conhecimento. N&ao é apenas a medicina dos mortos, mas diz respeito
a tudo aquilo que se relaciona com conhecimentos médicos e bioldgicos, exista
ou nédo accéo judicial.

Tal como foi referido anteriormente, até chegar ao nivel de
desenvolvimento actual das técnicas foi percorrido um longo caminho. A
medicina legal €, hoje, a aplicagdo de conhecimentos biomédicos e de outros
conhecimentos cientificos as questdes de direito.

Segundo o professor Pinto da Costa “A Medicina Legal deve contribuir
para uma administracao da justica mais humana, mais exacta, de forma a obter
o equilibrio dos homens em sociedade distanciada dos principios medievais
(...) Ela ndo pretende invadir outras esferas, ndo Ihe compete fazer leis, mas,
como ponte que é entre a medicina e o direito, cabe-lhe a analise cientifica das
qguestBes para proporcionar um equilibrio desejavel entre ambos, com mira na
dignidade do Homem como ser superior”.

Pode dizer-se que a Medicina Legal usufrui de diversas areas do saber
utilizando inimeros tipos de amostras para cumprir 0 seu objectivo: pélos,
cabelos, fibras, entre muitas outras para além de toda a amostragem de
material biolégico.

A toxicologia, por sua vez, € parte integrante da medicina legal. Na
actualidade ndo é possivel pensar na medicina legal, sem englobar as varias
vertentes de estudo dos toxicos, na sua manifestagdo de confronto com a
Justica em muitas situacdes. A Toxicologia Forense € uma ciéncia de
caracteristicas essencialmente analiticas fundamental para o esclarecimento

de questdes juridicas relacionadas com intoxicacdes, isto €, estuda o0s

13



Luis Rafael Rebelo e Silva Mestrado em Ciéncias Forenses 2012

aspectos medico-legais, procurando esclarecer a causa da morte em casos de

intoxicagdo e envenenamento.

2.1. Medicina do Trabalho

A medicina do trabalho é um ramo da medicina que advém de um
passado longinquo, uma vez que ja Hipdcrates (460-377a.C.) advertia a
populacdo para os efeitos nocivos que a exposicdo aos vapores de chumbo
tinha sobre a saude dos mineiros e dos operarios que o manipulavam. Varios
autores da antiguidade, como Plinio (23-79 d.C.), que refere que os
trabalhadores das refinarias usavam bexigas de animais para tapar a cara, com
0 objectivo de evitar a inalacdo do p6 do metal, ou Galeno (129-201d.C.)
referem nas suas obras o perigo a que estdo sujeitos os trabalhadores das
refinarias. Contudo, s6 no século XV é que houve progressos significativos no
campo da medicina do trabalho. Em 1473 Ellenborg reconheceu a perigosidade
dos vapores de certos metais e descreveu 0s sintomas da intoxicacao industrial
por chumbo, sugerindo medidas preventivas, nomeadamente o uso de
mascaras e luvas. Ramazzini (1633-1714), que publicou a célebre “De morbis
artificium dictriba”, na qual descreveu através uma série de trabalhos com os
subjacentes perigos patogénicos, valorizacdo o papel patogénico do trabalho,
perseverando e recomendando que as medidas para controlar as doencas

profissionais deveriam ser preventivas e nao terapéuticas.

A medicina do trabalho tem como principal objectivo a prevencdo da
saude dos trabalhadores, melhorando as condicbes da sua actividade,
corrigindo as consequéncias da mesma que lhe séo prejudiciais. Sendo que o
Cddigo do Trabalho refere as competéncias da Clinica Médico-Legal e da

peritagem no ambito do Direito do Trabalho.
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2.2. Acidentes de Trabalho e Doencas Profissionais

E considerado acidente de trabalho todo o evento traumaético, imprevisto,
subito, anormal e que surge no decorrer do trabalho, na sua preparacao para o
iniciar ou para o terminar, no local de trabalho quer seja habitual ou n&o e que
causa perturbacgao da integridade corporal do trabalhador. Referem-se ao risco
do trabalho propriamente dito.

As causas de risco profissional poderédo variar desde a imprudéncia do
operario, a fadiga ou cansaco, os riscos inerentes ao habito, ou até a falta de
aprendizagem ou a falta de exame médico. Os acidentes de trabalho poderdo
ser classificados quanto as consequéncias que provocam (morte ou
incapacidade temporal parcial ou permanentes); quanto a forma da ocorréncia
(quedas, choque, exposicao a agentes lesivos, entre outros); quanto ao agente
material (méquinas, meios de transporte, radiagbes, ambiente de trabalho,
entre outros); quanto a natureza da lesdo (fracturas, luxacfes, entorses,
amputacdes, queimaduras, intoxicacfes). Considera-se em medicina legal que
o dano é o “prejuizo material (perda ou deterioracdo de um bem, realizacao de
uma despesa...) ou moral (sofrimento fisico ou moral, atentado a dignidade, ao
respeito da vida privada...) sofrido por uma pessoa, por facto de um terceiro”.

Aquando de um acidente de trabalho é necessario ter em conta o estado
anterior do individuo, a quem compete a prova, a designada descaracterizacao

do ocorrido e a consequente indemnizagéao.

Por sua vez, doenca profissional é a alteracdo da integridade psicofisica
do trabalhador, causada por contacto com um agente nocivo que existe no
local, tempo e condi¢cbes de trabalho. Neste caso € sempre necessario aplicar
0 nexo de causalidade entre o agente nocivo, o tempo de contacto e a relacdo
da patologia ao contacto com esse agente nocivo. Todavia, € necessario
distinguir doenca profissional de doencga do trabalho, visto que esta é a
alteracao psicofisica causada pelo exercicio do trabalho seja ele de que género
for (comum a todos os que trabalham). A titulo de exemplo podemos considerar
o Saturnismo como uma doenca profissional, enquanto uma constipacdo é
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considerada uma doenca de trabalho. Nas doencas profissionais é necessario
ter em atengéo os critérios clinicos, os critérios etiologicos e estatisticos, os

critérios de presuncéo e os critérios legais.

2.3. Legislacéo

Segundo a Lei n.° 98/2009 de 4 de Setembro, artigo 8°, alinea 1, “E
acidente de trabalho aquele que se verifique no local e no tempo de trabalho e
produza directa ou indirectamente lesdo corporal, perturbacdo funcional ou
doenca de que resulte reducdo na capacidade de trabalho ou e ganho ou a
morte.”. No artigo 9° é referida a extensdo do conceito anterior a acidente que
ocorre no trajecto de ida e de regresso para e do local de trabalho; na
execucdo de servicos espontaneamente prestados, mas dos quais resulte
proveito para a entidade empregadora; no local de trabalho quando no
exercicio do direito de reunido ou de actividade representante dos
trabalhadores e também fora do local de trabalho, quando verificado na
execucao de servicos determinados pela entidade empregadora. Considera-se
local de trabalho, aguele em que o trabalhador se encontra ou aonde se dirija,
desde que sujeito ao controlo do empregador. Também é acidente de trabalho
0 que ocorre na ida ou regresso do local de trabalho, no exercicio de servigcos
espontaneos que aproveitem ao empregador, no exercicio do direito de reunido
ou de representacdo colectiva, em formacdo profissional, em procura de
emprego, ou fora do tempo e local de trabalho, se determinado ou consentido
pelo empregador.

Os Artigos 2°, 39, 4°, 5° e 6° referem quem tem direito a reparacédo dos
danos dos acidentes e doengas profissionais; os trabalhadores e seus
familiares, mesmo que em actividade explorada sem fins lucrativos, tém direito
a reparacdo dos danos emergentes dos acidentes de trabalho e das doencas
profissionais. Também os trabalhadores estrangeiros, que exercam actividade
em Portugal e seus familiares, tém direito a reparagdo dos danos emergentes
dos acidentes de trabalho e das doencas profissionais. Os trabalhadores
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portugueses, ou 0s estrangeiros residentes em Portugal, que sofram acidentes
no estrangeiro ao servico de empresas portuguesas, tém direito a reparacao
prevista no presente regime, podendo optar pelo regime de reparacao do local
do acidente, se pela legislacdo do Estado respectivo lhes for reconhecido tal
direito. Dano é a lesdo corporal, perturbacao funcional ou doencga, resultantes
de acidente ou doenca profissional, que determina reducdo da capacidade de
trabalho, de ganho, ou de morte. A lesdo corporal, perturbacdo ou doenca
presume-se consequéncia do acidente se for reconhecida imediatamente a
seguir a ele. Se o nao for, o trabalhador tera que provar que foi consequéncia
desse acidente. Se havia por parte do trabalhador uma predisposicdo para a
doenca ou acidente, ainda assim tera direito a reparacdo, salvo se
culposamente a tiver ocultado.

O Artigo 14°, contempla a situacdo do acidente cujo dano ndo sera
reparavel pelo empregador; esta situagdo verificar-se-4 se o acidente for
provocado dolosamente ou com culpa grave e exclusiva do trabalhador, ou
resultar da violacdo das regras de seguranca, o dano dele resultante ndo é
indemnizavel, pelo que é o trabalhador que sofre as suas consequéncias.
Também o dano ndo é indemnizavel se o acidente resultar da privacao
permanente ou acidental do uso da razdo, salvo se ela derivar da propria
prestacdo do trabalho ou se o empregador a conhecia e permitiu que o
trabalhador exercesse a sua actividade. Também o dano ndo & indemnizavel
se 0 acidente resultar da prestacdo de servicos eventuais ou ocasionais de
curta duracédo a pessoas singulares em actividades sem fim lucrativo. Mas, se
forem utilizadas maquinas ou outros equipamentos perigosos, ja o acidente da
lugar a reparacdo. O empregador, mesmo que se trate de acidente né&o
indemnizavel, tem de providenciar pelos primeiros socorros e transporte de

sinistrados.

Por sua vez, € considerada pela lei como doenca profissional aquela que
resulta directamente das condicbes de trabalho e que consta da Lista de
Doencgas Profissionais (Decreto Regulamentar n.° 76/2007 de 17 de Julho) e
causa incapacidade para o exercicio da profissdo ou morte. Além das que
constam do referido decreto, também se consideram doencas profissionais as
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gue o doente prove serem consequéncia da actividade exercida e nao resultem

do normal desgaste do organismo.

A matéria dos acidentes de trabalho tem uma grande relevancia em
termos de contestacdo judicial de trabalho, pois ocupa cerca de 50% das
questdes jus laborais postas em juizo junto dos tribunais de trabalho nacionais.
Este facto estard associado com a grande sinistralidade laboral que ocorre em
Portugal. Desde a revisdo da Constituicdo da Republica Portuguesa em 1997,
gue todos os trabalhadores tém direito a assisténcia e justa reparacdo, quando
vitimas de acidentes de trabalho ou de doencas profissionais, estando esta
consagrada na alinea f) do n.° 1 do artigo 59°.

A Lei n.°7/2009 de 12 de Fevereiro, aprova a revisdo do Cadigo de

Trabalho, nomeadamente o artigo 4° que se refere a acidentes de trabalho e
doencas profissionais, no ponto 1 nas alinea a, b,c e no ponto 2, o artigo 12° no
ponto m) artigos 212.° a 280.°, sobre seguranca e saude no trabalho.
O Cadigo do Trabalho, no capitulo 1V, Prevencao e reparacdo de acidentes de
trabalho e doencas profissionais, nos sete pontos do artigo 281.° refere os
principios gerais em matéria de seguranca e saude no trabalho e no artigo 282°
que nos seus quatro pontos faz referéncia a obrigatoriedade do empregador
informar, consultar e assegurar a formacao adequada dos seus trabalhadores.
Ainda no mesmo capitulo mas no artigo 283° se faz referéncia, em particular no
seu ponto 2 as doencas profissionais, remetendo para a lista organizada e
publicada no Diario da Republica.

A Lei n.° 98/2009 de 4 de Setembro regulamenta o regime de reparagao
de acidentes de trabalho e de doencas profissionais, incluindo a reabilitacédo e
reintegracdo profissionais, nos termos do artigo 284.° do Cédigo do Trabalho,
aprovado pela Lei n.° 7/2009, de 12 de Fevereiro.

2.4. Tabela Nacional de Incapacidades

O Decreto n° 21978, de 10 de Dezembro 1932 (Tabela de Lucien

Mayet), 12 Tabela de Desvalorizacdo Nacional (Decreto n° 43189, de 23 de
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Setembro), Tabela Nacional de Incapacidades (Decreto-Lei n° 341/93 de 30 de
Setembro), contribuiu para uma maior Humanizagcdo da avaliacdo da
incapacidade, introduziu o conceito de considerar o sinistrado como um todo
fisico e psiquico excluindo o considerar apenas da funcdo desempenhada pelo
mesmo.

A TNI (Tabela Nacional de Incapacidades) tem por objectivo fornecer as
bases de avaliagdo do prejuizo funcional sofrido em consequéncia de acidente
de trabalho e doenca profissional, com perda de capacidade de ganho. A cada
situacdo do prejuizo funcional corresponde um coeficiente expresso em
percentagem, que traduz a proporcdo da perda da capacidade de trabalho
resultante da disfuncdo, como sequela final da leséo inicial, sendo a disfuncao
total, com incapacidade permanente absoluta para todo e qualquer trabalho.

Na determinacédo do valor final da incapacidade devem ser observadas
as seguintes normas: (i) sempre que se verifique perda ou diminuicdo de
funcdo inerente ou imprescindivel ao desempenho do posto de trabalho que o
individuo ocupava com caracter permanente, os coeficientes de incapacidade
previstos sao bonificados com a multiplicacdo pelo factor 1,5 se a vitima néo for
reconvertivel em relagcdo ao posto de trabalho ou tiver 50 anos ou mais; a
incapacidade ser& igualmente corrigida com a multiplicacdo pelo factor 1,5
quando a lesdo implicar alteracdo visivel do aspecto fisico (como no caso das
dismorfias ou equivalentes), se a estética for inerente ou indispensavel ao
desempenho do posto de trabalho ou tiver 50 anos ou mais (ndo acumulavel
com a alinea anterior); quando a funcéo for substituida, no todo ou em parte,
por protese, a incapacidade poderad ser reduzida, consoante o grau de
recuperacédo da funcdo e da capacidade de ganho do sinistrado, ndo podendo,
porém, tal reducdo ser superior a 15%; no caso de lesBes mudltiplas, o
coeficiente global de incapacidades sera obtido pela soma dos coeficientes
parciais, segundo o principio da capacidade restante, calculando-se o primeiro
coeficiente por referéncia a capacidade do individuo anterior ao acidente ou
doenca profissional e os demais a capacidade restante, fazendo-se a deducéo
sucessiva do coeficiente ou coeficientes ja tidos em conta no mesmo calculo;

as incapacidades que derivem de disfuncdes ou sequelas ndo descritas na
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Tabela sdo avaliados pelo coeficiente relativo a disfuncdo analoga ou

equivalente.

O Decreto-Lei n.° 352/2007 de 23 de Outubro, para impedir o uso
incorrecto da Tabela Nacional de Incapacidades por Acidentes de Trabalho e
Doencas Profissionais (TNI), aprovada pelo Decreto-Lei n.° 341/93, de 30 de
Setembro, que era utilizada ndo apenas no contexto das situacdes
especificamente referidas a avaliacdo de incapacidade laboral, para a qual foi
realmente elaborada, mas por vezes também, era usada embora
incorrectamente, como tabela de referéncia noutros dominios do direito para
colmatar a auséncia de regulamentacdo especifica. Assim, o Decreto-Lei n.°
352/2007 de 23 de Outubro optou pela publicacdo de duas tabelas de
avaliacdo de incapacidades, uma destinada a proteger os trabalhadores no
dominio da sua actividade, isto €, no ambito do direito laboral, e outra
direccionada para a reparacédo do dano em direito civil. Para realizar este duplo
objectivo o decreto possui dois anexos.

Num anexo do decreto referido anteriormente, consta a Tabela Nacional
de Incapacidades por Acidentes de Trabalho e Doencgas Profissionais revista e
actualizada. Esta actualizacdo decorreu ao longo de varios anos, fruto de
ininterruptos trabalhos realizados por parte de uma comissdo permanente que
foi criada pela Portaria n.° 1036/2001, de 23 de Agosto, e que integrou
representantes de diversos ministérios, de organismos e servi¢os publicos, da
Associacdo Portuguesa de Seguros, dos tribunais do trabalho, da Associacéo
Nacional dos Deficientes Sinistrados do Trabalho, da Sociedade Portuguesa de
Medicina do Trabalho, das associa¢Oes patronais e das associagdes sindicais
com assento na Comissdo Permanente de Concertagéo Social, e do Conselho
Nacional para a Reabilitagdo e Integracdo das Pessoas com Deficiéncia. No
anexo ii, o presente decreto-lei introduz na legislagdo nacional uma Tabela
Nacional para Avaliagédo de Incapacidades Permanentes em Direito Civil, que
visa a criagdo de um instrumento adequado de avaliacdo neste dominio
especifico do direito, consubstanciado na aplicacdo de uma tabela médica com
valor indicativo, destinada a avaliagdo e pontuacdo das incapacidades

resultantes de alteracdes na integridade psicofisica. Nesta encontram-se as
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grandes incapacidades, estabelecem-se as taxas para as sequelas referentes
aos diferentes sistemas, aparelhos e érgaos e respectivas funcbes e avaliam-
se as situagBes ndo descritas por comparagdo com as situagdes clinicas
descritas e quantificadas. Embora inspirada na tabela europeia “Guide baréme
europeén d'evaluation dés atteintes a l'intégrité physique e psychique” foi em
particular resultado da elevada capacidade cientifica e técnica do Instituto de
Medicina Legal, que a co-redigiu, destinando-se a ser utilizada exclusivamente
por médicos especialistas em medicina legal ou por especialistas médicos de
outras areas com especifica competéncia na avaliacdo do dano corporal, ou
seja por peritos conhecedores dos principios da avaliagdo médico-legal no
ambito do direito civil e das respectivas regras, desde o0s problemas
decorrentes de um eventual estado anterior, a problematica das sequelas
multiplas, constituindo assim um elemento auxiliar que se reputa de grande

utilidade pratica para a uniformizagéo de critérios e procedimentos.
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3. Metais Pesados e a sua importancia nas Ciéncias Forenses

3.1. Arsénio

O nome arsénio (AS), que deriva do grego “Arsenikon” que significa
substancia amarela, é conhecido desde as civilizacdes antigas (Egipcia, Grega
e também Chinesa). Nessa época, foram também descobertas as suas
propriedades toxicas, cuja autoria se presume ser de Albertus Magnus em
1250 a.C.

O arsénio é um elemento quimico com o n° Atomico 33, possui 74.92160
de massa atomica e classifica-se como semi-metal. Esta espalhado pelo solo,

oceanos, atmosfera e encontra-se acumulado em peixes e moluscos.

E um toxico ambiental e recentemente foi referido que se encontra na
agua, solo e ar e deriva de processos haturais e actividades como, queima de
carvao, extraccdo mineira, fertilizantes agricolas e uso de pesticidas, o que
contribui para o aumento de problemas para a satde humana [3].

Este metal pode apresentar-se sob a forma organica podendo ser tri ou
pentavalente. Exerce menor toxicidade nesta forma, uma vez que € melhor
absorvido e eliminado pela via renal. Pode ser encontrado na alimentacdo
humana, na mesma forma orgénica (arsenobetaina e arsenocolina), sendo
estas formas, rapidamente excretadas pela via urinaria e ndo apresentam

perigo de grande toxicidade [4].

Nas aguas minerais o0 arsénio pode ser encontrado na forma inorgéanica.
Pode ser tri ou pentavalente a semelhanca da forma orgéanica, sendo que a
primeira é mais téxica, uma vez que o trioxido de arsénio e o arsenito de sédio

evidenciam-se com formas trivalentes muito abundantes.

O arsénio tem trés formas de exposicdo que sao: oral — quando
ingeridos produtos contaminados como pesticidas e herbicidas bem como
através de alimentos ou agua que contém arsénio; por inalacdo — mais

frequente em zonas industriais uma vez que existe uma elevada concentragéo
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na atmosfera de arsénio, ou em zonas agricolas devido ao uso de pesticidas e
herbicidas; dérmica — esta exposicdo pode originar-se no decorrer de
actividade laboral, podendo ocorrer acidentes de trabalho causados pelo

contacto directo com compostos arsenicais.

A toxicidade do arsénio prende-se ao facto de ser corrosivo e de, apos
absorvido pelo organismo humano, perturbar varios processos metabdlicos
essenciais — € rapidamente convertido em espécies altamente toxicas que tém
accao inibidora sobre as enzimas que contém grupos sulfidrilas, inibindo e
blogueando o0s processos celulares do individuo (sintese de ATP, o

metabolismo energético, glucidico e lipidico).

Além da sua toxicidade, o arsénio € bioacumulativo, a semelhanca de
outros elementos. 24 Horas apoés ser introduzido no organismo, por ingestao,
inalacdo ou absorcdo, os compostos deste elemento sdo distribuidos por
diferentes 6rgdos do corpo humano.

A intoxicagdo por arsénio ou derivados costuma ocorrer de forma
acidental, caso ndo se cumpram as devidas medidas higiénicas de trabalho, ou
de forma voluntaria, com intenc¢des suicidas ou homicidas. Para além disso, os
derivados do arsénico utilizados com fins terapéuticos apenas provocam uma

intoxicacdo caso sejam ingeridos em doses superiores as prescritas.

A intoxicacdo aguda que advém da exposicao de trabalhadores a niveis
elevados de fumos ou poeiras de arsénio provoca efeitos gastrointestinais
(nauseas, diarreia, dores abdominais), enquanto a exposicdo ao arsénio

inorganico resulta em desordens no sistema nervoso central e periférico.

A exposicdo oral aguda ao arsénio inorganico, em doses de
aproximadamente 600 pg/kg/dia ou mais elevadas em humanos, provoca a
morte. Em doses mais baixas resulta em efeitos no tracto gastrointestinal
(nauseas, vomitos), sistema nervoso central (dores de cabecga, delirios),
sistema cardiovascular (hipotensédo), figado, rins e sangue (anemia,

leucopenia). Por sua vez, a inalacdo do gas arsénico (arsina) apresenta
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sintomas como dor de cabeca, vomitos, sensacdo de formigueiro, ictericia e

insuficiéncia cardiaca, que evoluem rapidamente [4].

Em ambos os casos, se a dose ingerida ou inalada for elevada, pode
favorecer o desenvolvimento de complicacdes mortais (30 minutos a uma
exposicdo de 25 a 50 ppm pode ser letal). Por outro lado, em caso de
intoxicacdo cronica, as manifestacbes vao-se evidenciando gradualmente e
baseiam-se em debilidade, perda de apetite, vermelhidao e Ulceras na pele, dor
de cabeca, inchaco e debilidade dos membros, problemas digestivos, renais,
hepaticos e do ritmo cardiaco, com uma grave deterioragcdo das funcdes

mentais nas fases avancadas [4].

A titulo de exemplo, os sintomas de uma intoxicacdo aguda pelo
arsenato de galio (incluindo desconforto gastrointestinal, vomitos, coma e
algumas vezes a morte) podem ocorrer em 30 minutos, enquanto as
consequéncias de um envenenamento cronico (incluindo anemia, cancro da

pele e outros cancros internos) sdo muito mais insidiosos [4].

Uma unica dose de 100mg/kg de arsenato de gélio e arsenato de indio
resulta numa inflamacéo pulmonar aguda e hiperplasia pneumocécica apos 14
dias da exposicdo. Uma exposicdo cronica com pequenas doses (1 mg/L) de
arsenato de galio e arsenato de indio produz les6es pulmonares e toxicidade

sistémica. [4]

N&o existem so efeitos de uma exposicdo aguda a derivados de arsénio,

existem também efeitos crénicos ndo cancerigenos a estes compostos.

A inalacdo de arsénio inorganico resultante de uma exposi¢cao crénica
estd associada a irritacdes da pele e das mucosas nos humanos (dermatites,
conjuntivites, faringites e rinites). Quanto a exposicéo oral, esta origina efeitos
gastrointestinais, anemia, lesdes na pele, gangrena de extremidades, lesdes

vasculares e danos nos rins ou no figado.

Existem diversos estudos que demonstram que a ingestao de arsénio
inorganico pode aumentar o risco de cancro da pele, figado e pulmdes. A

Agéncia de Proteccdo Ambiental dos EUA determinou o0 arsénio inorgéanico
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como um agente carcinogénico humano. Esta estima que, se um individuo
respirar em media 0.0002 ug/m3, continuamente, de arsénio inorganico durante
a sua vida, essa pessoa teoricamente terd uma probabilidade aumentada de 1
para 1milh&o de desenvolver cancro como consequéncia directa de respirar ar

gue contem este quimico.

A melhor forma de determinar exposi¢cOes recentes ao arsénio € através
de uma analise a urina (1 a 2 dias ap06s o contacto), porém, medindo no cabelo
ou nas unhas pode ser Util para detectar elevados niveis de exposicdo que
acorreram nos passados 6-12 meses. Estes testes apenas determinam se a
pessoa esteve exposta ao arsénio em niveis acima da média, ndo sendo
possivel prever se 0s niveis existentes no corpo poderdo prejudicar, ou ndo, a

saude.

O tratamento da intoxicacao por arsénico fundamentar-se na eliminacéo
do téxico que estd presente no organismo, que pode ser através de uma
lavagem gastrica ou mediante a administracdo de dimercaprol. Em caso de
intoxicacao cronica, deve-se acabar com a exposicdo do paciente a fonte de

intoxicacao.

3.2 Chumbo

O chumbo (do latim Plumbum) é um elemento quimico de simbolo Pb
que se encontra no estado sélido a temperatura ambiente, funde a 327,4°C,
comeca a produzir vapores a partir dos 550°C e entra em ebulicdo a partir dos
1740°C. Através da interaccdo com outros elementos da origem a compostos
tais como sulfato de chumbo, cromato de chumbo, arseniato de chumbo,
diéxido de chumbo, brometo de chumbo, entre outros [5].

E um metal muito conhecido e usado desde a antiguidade. Presume-se
gue ja é trabalhado ha mais de 7000 anos.

O chumbo é anfétero, uma vez que se comporta como base na presenca

de acidos e como acido na presenca de bases. E um metal toxico, pesado,
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maleavel, mau condutor da electricidade, mas € altamente resistente a
corroséo. E utilizado na construgéo civil, nas baterias de acido, em municdes,
proteccao contra os raios-X, em ligas metalicas para a producéo de soldas, em
fusiveis, em revestimento de cabos eléctricos, em metais de tipografia entre
outros.

Apesar de ndo ser um elemento comum nas aguas naturais, o chumbo
tem sido responséavel por graves problemas de intoxicacdo, devido ao facto de
ser facilmente introduzido no meio ambiente a partir de uma série de processos
e produtos humanos, como por exemplo através da indastria de plasticos, tintas
e pigmentos ou a da prépria industria metaltrgica. Uma das principais fontes de
poluicdo por parte do chumbo ocorre em paises em que o chumbo continua a
ser adicionado a gasolina, sob a forma de tetraetilo de chumbo. Trata-se de um
metal que tem efeito cumulativo no organismo, o que pode provocar uma
doencga cronica chamada saturnismo. Hoje em dia esta patologia € mais
comum em trabalhadores que estdo muito expostos a contaminacgéo, contudo,
no passado, a taxa de intoxicacdo por chumbo era muito elevada devido ao uso
de canecas e vasilhames de chumbo. Os efeitos da intoxicacdo séo tonturas,
irritabilidade, dores de cabeca chegando em casos mais graves a perda de
memdria. A intoxicacdo aguda caracteriza-se por sensacdo intensa de sede,
sabor metélico na boca, inflamacdo gastrointestinal, vomitos e diarreias. Em
criancas, este metal provoca retardamento fisico e mental, perda de
concentracdo e diminuicdo da capacidade cognitiva. Em adultos sdo comuns
0S problemas nos rins e aumento da pressao arterial.

Poder-se-a4 concluir que as fontes de chumbo serdo a mineracdo ou
fundicdo de Pb e outros metais (operarios das fundicbes de chumbo estédo
sujeitos a intoxicacdes através da inalacdo de poeiras de 6xido de chumbo),
industrias petroliferas, tintas a base de chumbo, agua e exposicdo ambiental e
industrial (alimentos e bebidas acidas tais como sumos, refrigerantes e
“pickles” dissolvem as ligas metalicas das embalagens). A exposi¢cdo aguda
ocorre em tentativas de homicidio e suicidio e pela ingestdo acidental de
alimentos e bebidas com altos teores. Por sua vez a exposicao cronica podera
dever-se a trés situacbes: ocupacional, por galvanoplastia, soldagens ou

baterias, por exemplo; ambiental, através de tintas, agua e ar de regifes
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contaminadas pelo metal; e alimentar, por alimentos e agua com elevados
teores de chumbo.

O Pb compete com o 8o célcio (Ca?") para a absor¢do no intestino.
Assim, uma deficiéncia de ferro na dieta aumenta a possibilidade de
intoxicacdo devido ao aumento da absorcdo de chumbo pelo tracto
gastrointestinal.

Segundo o Instituto Regulador de Aguas e Residuos (IRAR), na
recomendacdo n° 02/2005, o teor maximo de chumbo na &gua de
abastecimento devera ser 0.025 mg/L até 25 de Dezembro de 2013 e 0.01
mg/L depois desta data. Este valor, que se aplica a um consumo medio
mensal, foi estabelecido com vista a assegurar a protec¢cédo da saude humana.

O tempo de acumulacdo de doses toxicas diminui com o aumento da
ingestao, por exemplo: ingestdo de 2.5 mg/dia levara cerca de 4 anos a atingir
uma carga téxica; jA na ingestdo de 3.5 mg/dia serdo necessarios apenas
alguns meses para ser atingida uma carga toxica.

A concentracdo plasmatica tida como valor de referéncia normal é de 0.2

mg, para um valor de 0.6 mg considerar-se-a pequena toxicidade.

A titulo de curiosidade, analises realizadas em amostras de cabelo de
Beethoven, detectaram chumbo em niveis 60 vezes superiores ao comum.
Para alguns estudiosos uma intoxicacdo aguda por chumbo pode explicar
muitas das dores que o compositor sentia e pode também ser a causa do seu

comportamento irascivel e insociavel.

3.3 Mercurio

O nome mercuario surge como homenagem ao Deus grego Mercurio,
mensageiro dos deuses, lembrando a fluidez do metal. O simbolo Hg vem do
latim “hydrargyrum” (hydor que significa “agua” e argyros que era 0 nome grego
da “prata”), que significa prata liquida.

O mercurio € um elemento quimico de numero atomico 80 e massa
atobmica 200,59 (massa atémica relativa ao atomo de carbono-12 e
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recomendada pela IUPAC em 2001). Em conjunto com o galio sdo os unicos
metais liquidos a temperatura ambiente. Pertence ao grupo 12, integrando a
classe dos metais de transicdo. Forma vapores incolores e inodoros, que se
tornam toxicos e corrosivos com o0 aumento da temperatura, tendo uma
densidade superior a densidade do ar.

Este metal vem sendo usado na industria e na medicina desde ha
séculos. Pode ainda ser encontrado em termdémetros e medidores pressao
arterial que, apesar de proibidos em hospitais desde Abril de 2009, continuam a
ser utilizados nas casas de muitos portugueses, visto que nao houve nenhuma
campanha de recolha. A nivel comercial, 0 mercurio pode ser encontrado em
baterias, luz fluorescente e interruptores [6].

Grande quantidade de mercurio metalico € utilizada em eléctrodos
usados na producao industrial electrolitica de cloreto e sddio a partir do sal.
Esta aplicacdo industrial do mercurio potencia o risco de exposi¢cao ocupacional
e acidental [6].

De um modo geral existem trés formas de apresentacdo do mercurio:
elemento metdlico - mercuario elementar (Hg0); sais inorganicos - também
designados como sais de mercurio, quando este se combina com elementos
como o cloro, enxofre ou oxigénio; compostos organicos - se um atomo de
mercurio se liga covalentemente a pelo menos um &atomo de carbono,
originando compostos de metilmercurio, etilmercurio ou fenilmercurio.

O Hg pode encontrar-se em trés estados de oxidacédo (0, +1, +2). O
estado elementar HgO, que existe na forma liquida a temperatura ambiente, é
volatil e liberta o vapor de mercuario. Torna-se muito importante no ciclo do
mercurio pois sofrendo oxidacdo pode formar os outros estados, 0 mercuroso
Hg+1 e mercurico, Hg+2.

Hoje em dia a exposi¢ao da populacdo em geral surge a partir das duas
formas organicas deste metal: o metilmercurio (CH3Hg+) e o etilmercurio
(CH3CH2Hg+). Por sua vez, estas formas organicas podem ter trés
proveniéncias distintas: o consumo de peixe contaminado, as amalgamas
dentarias e algumas vacinas. O peixe contaminado é a maior, sendo a unica,
fonte de metilmercurio, uma vez que hoje em dia a utilizacdo de fungicidas
contendo esta molécula ndo é muito frequente.
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Ha& muitos anos que sdo conhecidos casos de envenenamento por
inalacdo de vapores de mercurio [7]. Hoje em dia, as exposi¢cdes resultantes de
actividades profissionais sdo jA muito mais controladas do que no século
passado. As concentracdes na urina de pessoas com amalgamas dentarias (2
a 4 mg de mercurio por litro), s&o muito mais baixas do que as concentracdes
encontradas em pessoas que estdo, pela sua actividade profissional, em
contacto com o mercurio (20 a 50 mg de mercurio por litro), [8].

Em muitos paises, os bebés continuam a ser expostos ao etilmercurio
sob a forma de vacinas, uma vez que esta forma de mercurio organico é o
ingrediente activo usado no timerosal (etilmercuritiosalicilato, composto
rapidamente metabolizado a etilmercuario ([9]) preservante usado em algumas
preparacdes médicas, incluindo as vacinas.

A exposicao ao mercurio pelo consumo de peixe contaminado ou a partir
de amalgamas dentarias é uma questdo presente ha varias décadas. Ja o
possivel risco associado ao timerosal usado em vacinas € uma questao
relativamente recente.

Esta preocupacdo crescente com 0 mercurio teve 0 seu expoente
maximo na recomendagao da “Environmental Protection Agency (EPA)” dos
EUA (2001) que estabeleceu como a dose diaria de metilmercurio segura por
dia como 0.1 mg por Kg de peso corporal, contrariando o valor estabelecido em
1978 pela “FAO/WHO Expert Committee on Food Additives” de 0.5 mg/Kg/dia.

O efeito crénico provocado por este metal podera dever-se a uma
exposicao ocupacional, como por exemplo, garimpagem, fabrica de lampadas
ou odontologia [10-12].

O mercurio pode também estar associado a hidrocarbonetos gasosos e
liquidos (petroleo e betumes), e € um elemento de origem profunda (manto
terrestre) que ascende na forma de metil ou dimetil mercario. Nos depdsitos
vulcanogénicos, quando ha disponibilidade de enxofre, o mercurio pode
precipitar como sulfureto (HgS).

A tabela 1, elaborada por Gossel and Bricker [13], apresenta uma
sumula dos aspectos toxicologicos e clinicos do vapor de mercurio, do

metilmercurio e do etilmercurio. Nesta tabela € também possivel verificar as
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manifestacdes clinicas resultantes da absorcdo deste metal sob a forma
inorganica divalente, visto que se admite ser a espécie tdxica produzida nos
tecidos apos a inalacdo do vapor. Hg2+ € também a espécie quimica
responsavel por lesbes renais.

Table 1. The Major Clinical Toxicologic Features of Mercury.*

Variable

Route of exposure
Target organ

Local clinical signs

Lungs

Gastrointestinal
tract

Skin

Systemic clinical signs

Mercury Vapor

Inhalation

Central nervous system, periph-
eral nervous system, kidney

Bronchial irritation, pneumonitis
(>1000 pg/m?3 of air)

Metallic taste, stomatitis, gingi-
vitis, increased salivation
(>1000 pg/m? of air)

Inorganic Divalent Mercury Methyl Mercury

Oral Oral (from fish
consumption)
Kidney Central nervous system

Metallic taste, stomatitis,
gastroenteritis

Urticaria, vesication

Ethyl Mercury

Parenteral (through
vaccines)

Central nervous
system, kidney

Kidney Proteinuria (>500 pg/m?3 of air)  Proteinuria, tubular necrosis Tubular necrosis
Peripheral nervous  Peripheral neuropathy (>500 Acrodynia Acrodynia
system pg/m?3 of air)
Central nervous Erethism (>500 yg/m?3 of air), Paresthesia, ataxia, visual  Paresthesia, ataxia,
system tremor and hearingloss (>200 visual and hear-
pg/liter of blood) ing loss
| Approximate half-life 60 40 70 207
(whole body)
(days)

Chelators not
effective§

Meso-2,3-dimercaptosuccinic Chelators not effective§

acid

Meso-2,3-dimercapto-
succinic acid

Treatmenti

Tabela 1. Principais aspectos clinicos de toxicologia de mercurio [13].

O mercurio é um fascinante objecto de brincadeira para as criangas,
especialmente em paises subdesenvolvidos, e se ingerido sob a forma liquida
€ rapidamente absorvido pelo tracto intestinal.

De acordo com tradi¢Bes religiosas e culturais em determinados locais,
individuos pertencentes a alguns cultos espalham o metal no chdo das casas
ou no carro, ou misturando-o com perfumes e pomadas de uso cutaneo [14].
Nestas situacdes o risco de toxicidade € muito elevado. Devido ao facto do
vapor de mercurio ser muito “pesado” quimicamente e tender a formar uma
camada muito perto do chao, o risco da exposicdo de criancas pequenas e
bebés é grande. Ha séculos atras, este metal era muito utilizado no tratamento
de obstipacbes [15]. Este €, alias, um dos mais polémicos assuntos das
primeiras praticas médicas, assim como a sua generalizada utilizagdo no

principio do século XX no tratamento da sifilis.
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Existem estudos que abordam a possibilidade de o mercurio e outros
metais pesados estarem relacionados com as doengas neurodegenerativas,
tais como a doenca de Alzheimer ou a doenca de Parkinson [16, 17]. Nao
existem contudo dados cientificos que o justifiguem, coexistindo varios estudos
nesse sentido. Estudos “in vitro” indicam que o mercario pode afectar
processos bioquimicos que se acredita estarem envolvidos na doenca de
Alzheimer [18]. Contudo, a inibicdo de varios processos bioquimicos “in vitro”
provocada pelo metal, podera ndo ocorrer “in vivo”, pelo que existem ainda

duvidas relativamente ao seu efeito neste campo.

As amalgamas dentarias, que consistem em aproximadamente 50% de
mercurio combinado com outros metais (35% de prata e 15% de cobre e
vestigios de zinco) sdo usadas ha mais de 150 anos sendo de mais barata e
facil aplicacdo do que amélgamas exclusivamente de ouro [19]. Os
profissionais de saude, para além da populacdo em geral, que contactam ou
possuem amalgamas dentarias (vulgo “chumbo”) estdo expostos ao vapor de
mercurio que acaba por ser inalado e absorvido na corrente sanguinea.

Os argumentos partilhados entre apoiantes e antagonistas destas
amalgamas tém sido referidos como a guerra das amalgamas. Estes foram
salientados a partir de 1970 com a descoberta de que as amalgamas dentéarias
podem libertar vapor de mercurio na cavidade oral, em concentracfes
superiores as tidas como aceitaveis. Mais tarde, foi tido em conta que a dose
inalada é relativamente pequena tendo em consideracdo o pequeno volume da
cavidade oral. Mesmo assim, as amalgamas dentarias sdo a principal fonte de
exposicao da populacdo humana em geral ao mercurio sob a forma de vapor.

A titulo ilustrativo, é referido que o equivalente a superficie de 10 amalgamas
dentarias eleva a concentracdo de mercurio na urina de 1 mg do metal por litro
e que a quantidade de vapor de mercurio na boca de pessoas com amalgamas

dentarias é cerca de 50-150 pg/cc [20].

Através da actividade bactérias metanogénicas, o mercurio inorganico
pode ser convertido em metilmercurio e dimetilmercurio, particularmente em
sedimentos [13].
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Esta biotransformacdo em metilmercurio representa um Sério risco

ambiental uma vez que leva a sua acumulagdo na cadeia alimentar aquética
por um fendmeno que se designa de bioamplificacdo, ou seja, a concentracao
do metal aumenta com a progressado dos niveis tréficos. Dai a capacidade do
metilmercurio permanecer por periodos de tempo muito longos nos tecidos do
organismo.
Nos humanos, a unica fonte de contaminacao pelo metilmercario € o consumo
de peixe contaminado. O metilmercario € produzido no ambiente por
biometilacdo do mercurio inorganico presente nos sedimentos aquaticos,
Figuras 1A e 1B, [13].

A The Global Cycle of Mércu:y,,_w R B Exposure to Mercury from Fish

» —’"”7"3"""@% 24 x = 1
G Metlg i Biomethylation
0 |
e ) | Diphenyl-Hg Dimethyl-Hg |
Hg? 1 |
g ) I |
{ Phenyl-Hg' ‘\
Hg?* \ ‘ !
\ ‘ Elemental Hg

l Hg?* — Methyl-Hg'

Hg2*— Hg® / MeHg Hg2+
i sediment

Figura 1. A- Ciclo global do mercurio. B- Exposi¢cdo ao mercurio através do peixe [13].

Existem algumas publicacbes que apresentam a problematica da
contaminacdo por mercario através do consumo de peixe contaminado,
relativas ao peixe-espada preto da Madeira [21, 22]. Existem também exemplos
de casos, de elevada gravidade, chegando mesmo a ser fatais, de
envenenamento por metilmercario, que remontam a 1860 em Inglaterra [23].
Desde esta altura, inUmeros casos foram-se seguindo relacionados com
exposicao relativa a dieta e & ocupacéo profissional. Como exemplos podem-se
referir os acidentes ecologicos de origem industrial do século passado, como o
caso da Baia de Minamata no Japéao ([24]), nos anos 50, no Iraque ([25]) em

1971 ou nos Estados Unidos da América ([26]) em 1990.
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Varios estudos tém demonstrado também efeitos neurotoxicos do
metilmercurio. Exemplo disso sdo os resultados obtidos numa populacdo da
Bacia Amazonica, exposta ao metilmercurio. Avaliando-se as func¢des visuais e
motoras dos individuos através de testes neurofuncionais sensiveis, observou-
se um decréscimo destas funcbes, estabelecendo-se uma relacdo com o
aumento nos niveis de mercario no cabelo, sendo que estas manifestacdes
estavam presentes com niveis de mercurio abaixo de 50 ug/g. Entre as fungdes
motoras comprometidas encontravam-se a destreza manual, a coordenacéo
manual e a fadiga muscular [27].

Estudos publicados no New England Journal of Medicine (2002)
demonstram uma associacdo entre doencas cardiovasculares e mercurio,
principalmente na forma de metilmercurio. Dois destes estudos mostram uma
relacdo directa entre uma dada concentracdo de mercurio e o risco de enfarte
do miocardio [28, 29]. Mais recentemente, a Organizacdo Mundial de Saude
concluiu que as restauracdes dentarias com as tradicionais amalgamas
contribuem com mais mercurio para o organismo humano de uma pessoa do
gue todas as outras fontes combinadas.

De todos os compostos de mercurio organico, o metilmercurio € o mais
toxico e é responsavel pelos danos mais importantes observados em humanos.
Este facto tem a ver com a sua lenta eliminacéo, podendo mesmo prolongar-se
por alguns anos no cérebro e rins. O sistema nervoso central € o alvo principal
do metilmercario, onde areas especificas do cérebro sdo afectadas como os
lobos temporais e o cerebelo. A intoxicacdo pelo metilmercario caracteriza-se
por ataxia (perda de coordenacdo dos movimentos voluntarios), disartria
(problemas na articulacdo das palavras), parestesia (perda da sensibilidade
nas extremidades e em torno da boca), visdo em tunel (constricdo do campo
visual) e perda da audicdo. Uma contaminacdo severa pode causar cegueira,
coma e morte. O periodo médio de laténcia varia entre 16 e 38 dias.

O mercurio € reconhecidamente um agente teratogénico. O
metilmercurio absorvido pela méae é transferido para a placenta e transportado
para o feto. Por sua vez, o mercurio inorganico é encontrado em maior
guantidade no liquido amniético, uma vez que tem uma menor capacidade de
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atravessar a barreira placentaria. Todavia, o mercurio inorganico ¢ também
transportado pelo leite materno. O cérebro fetal € mais susceptivel,
comparativamente ao cérebro adulto, aos efeitos toxicos do mercurio. O
metilmercurio inibe a divisdo e migracdo das células neuronais e interrompe a
citoarquitectura do desenvolvimento do cérebro [30, 31].

Existem duas entidades que se se debrucam em estudos de interesse
para a saude publica, a EPA (europeia) e a FDA (americana).

Como consequéncia de estudos realizados nos ultimos anos, a EPA
reduziu a quantidade limite de metilmercurio de 0.5 para 0.1mg de
mercurio/Kg/dia (2001). Este valor reduz o consumo méximo de atum (peixe
mais consumido nos Estados Unidos da América), para uma quantidade
minima de cerca de 198g peixe por adulto/dia. O consumo de peixe tem
beneficios alimentares ja cientificamente comprovados, muitas vezes tidos em
consideracdo em detrimento dos possiveis e especulativos riscos da possivel
exposicdo ao mercurio. Assim, a FDA (‘Food and Drug Administration”)
recomendou em 2004 uma especial atencdo as mulheres gravidas e criancas
no consumo de peixes suspeitos de conterem elevada contaminacdo de
mercurio, (>1 ppm), tais como o peixe-espada e a cavala [21].

A exposicao pré-natal a compostos de mercurio organico, principalmente
apos desastres industriais levou a defeitos no desenvolvimento cerebral que se
tornavam mais intensos a medida que a exposicdo era mais elevada. Mulheres
sem sinais clinicos de contaminacdo tiveram filhos com paralisia cerebral
severa e microcefalia.

O mercurio pode também influenciar o estado hormonal (o0 eixo
hipotalamo-hipofisario), podendo ser responsavel por ciclos menstruais
irregulares e menor numero de ovulacgdes [7]. Outros autores referem que o
mercurio afecta as glandulas adrenais, causando um bloqueio das actividades
enzimaticas, que por sua vez provoca disturbios no ciclo menstrual.

Estudos epidemioldgicos também relacionam os efeitos do mercario com
problemas reprodutivos. Na Pol6onia, mulheres dentistas e assistentes de
odontologia apresentaram uma taxa significativamente maior de abortos em
relacdo a grupos controles (16% e 11% respectivamente), além de disturbios
do ciclo menstrual e malformacdes congénitas [32, 33].
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Relativamente a fertilidade masculina, pouco referenciada na bibliografia,
verificou-se que esta ndo era significativamente afectada por um nivel médio de
mercurio de cerca de 50 mg/L. Num outro trabalho, e apds longos periodos de
exposicao ao mercurio (niveis de 44000 mg/m3 no ar), verificou-se uma perda
significativa da libido [34].

Existem ainda referenciados bibliograficamente alguns dados
contraditérios no que diz respeito a ocorréncia de abortos e malformacdes
congénitas apds longos periodos de exposicdo ao mercurio de pais do sexo

masculino [35].

Estudos relativos aos efeitos do mercurio e seus compostos a nivel
celular demonstraram que linfécitos e linhagens linfoblasticas celulares
humanas, sujeitas tanto a mercurio organico como a mercurio inorganico,
apresentaram um decréscimo consideravel em termos de capacidade
proliferativa, produgdo de citocinas e secregdao de imunoglobulinas.
Experiéncias com cloreto de mercurio (HgCl,) demonstraram que este
composto tem afinidade para se ligar a regido de interface da molécula de
Na,K-ATPase [36]. Esta molécula estd directamente relacionada com a
actividade de transporte de ides, cujo movimento (principalmente do K*) pela
membrana plasmética € de vital importancia para que se inicie 0 processo
mitogénico. Uma possivel associacdo daquele metal a molécula de Na-K-
ATPase levaria a supressdo da passagem de ibes K* e, consequentemente, a
uma inibicdo na actividade dos linfocitos B. A reducao da funcdo das células
linféides € o resultado da citotoxicidade induzida pelo mercurio. Linfécitos e
monaocitos tratados com mercurio (tanto organico como inorganico) exibem
sinais funcionais e morfolégicos de morte celular ([37]), como por exemplo um
marcado decréscimo na producdo de adenina, alteracdo na sintese de
fosfolipidos e aumento de ies Ca®". Como estas células evidenciam mudancas
nucleares e de membrana que sao consideradas caracteristicas de uma célula
em processo de morte celular programada, pode-se concluir que células
linféides tratadas com mercurio sao levadas a apoptose [38].

Os testes genotoxicos detectam mutagcOes tanto a nivel cromossémico
como a nivel génico. Essas mutacdes sdo responsaveis pelo aparecimento de
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cancros e doencas hereditarias. Estudos efectuados em plantas e animais de
laboratério mostraram que o mercurio tem a capacidade de inibir a formacéo do
fuso mitético, originando uma anormal distribuicdo dos cromossomas e
poliploidia. Esta accéo resulta da grande afinidade do mercurio para 0s grupos
sulfidrilo encontrados nas proteinas do fuso e é considerada como a accdo
mais tipica, do ponto de vista genético, dos compostos de mercurio. Embora o
efeito genotoxicos do mercurio seja a sua ligagdo ao fuso mitético, existem
estudos que propdem um efeito deste metal na producao de radicais livres, via

peroxidacao lipidica [39].

O timerosal tem vindo a ser utilizado como preservante em vacinas
desde 1930 [40, 41]. Nas concentracdes encontradas nas vacinas, o timerosal
inactiva organismos especificos e consegue impedir o crescimento de fungos
indesejados, satisfazendo assim os requisitos da U.S. Pharmacopeia (1999).
Contém o radical etilmercurio (CH3CH2Hg+) que ataca o grupo sulfurico do
tiosalicilato.

Estudos iniciais ndo revelaram efeitos adversos do timerosal. Porém,
numa reavaliagdo dos possiveis efeitos nefastos do timerosal, foram realizados
ensaios no sentido de avaliar a quantidade de mercurio ingerido pelas criancas
americanas sujeitas ao programa nhacional de vacinacdo, (0-6 meses) [42].
Concluiu-se que recebem mais de 0.1 pg de mercurio/kg/dia. Ap6s obtidos
estes resultados procedeu-se imediatamente a remocdo do timerosal das
vacinas, passando a usar-se doses simples que néo requerem a utilizacdo de
preservantes.

O etilmercurio tem algumas semelhancas quimicas com o metilmercurio,
partiiham uma distribuicdo inicial similar no corpo e provocam efeitos muito
semelhantes em doses toxicas para o0 ceérebro. Todavia, apesar do
metilmercurio ser mais potente, o etilmercurio € metabolizado em mercurio
inorganico mais rapidamente. Talvez seja esta a razdo do etilmercurio nao
causar lesdes renais nos humanos, contrariamente ao metilmercurio. Hoje
sabe-se também que o tempo de semi-vida do etilmercario no organismo é
muito pequeno [43]. Em criangcas que receberam timerosal em vacinas, o

tempo de semi-vida do etilmercurio no sangue é normalmente assumido como
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sendo de 7 a 10 dias. Ja o tempo de semi-vida do metilmercurio € de cerca de
50 dias. A Organizacdo Mundial de Saude, mesmo tendo em conta estes
possiveis riscos da utilizagdo do timerosal, concluiu no seu relatério anual de
Janeiro de 2008, que é seguro e que devera ser utilizado este preservante nas
vacinas, principalmente em paises em desenvolvimento, uma vez que 0 risco
de contaminacdo nas multidoses é muito grande, excedendo o hipotético risco
do timerosal nas vacinas. Mais recentemente, tem sido apontada a
possibilidade de o uso deste preservante estar associado a problemas de
autismo [44]. Apesar de existirem ja numerosos estudos sobre este assunto

nao existem ainda dados conclusivos.

Apesar de todas as formas de mercurio terem efeitos adversos na saude
em doses elevadas, as consequéncias da exposicdo dos humanos a pequenas
doses de mercurio quer a partir do consumo de peixe contaminado, das
amélgamas dentarias ou do timerosal das vacinas, estdo ainda sujeitas a
discusséo.

Os vapores deste metal, quando inalados, podem atravessar a
membrana alveolar facilmente até atingir a circulacdo sanguinea. No sangue,
figado e rins o merclrio é oxidado & forma divalente, Hg?*, pelo complexo
enzimatico designado hidrogénio peréxido catalase. Esta € a forma de mercurio
que representa a maior fonte de toxicidade verificada em laboratérios
industriais e de pesquisa.

Embora o nivel fatal de mercurio ndo seja conhecido, esta documentado
gue uma exposicdo acima de 1-2 mg/m3 de vapor de mercurio elementar
durante algumas horas provoca bronquite quimica aguda e pneumonia. Danos
no pulméo através da formagcdo de uma membrana hialina e finalmente a
ocorréncia de fibrose pulmonar sédo possiveis de verificar duas horas apés a
exposicdo ao mercurio [45].

A contaminacdo pelos diversos compostos de mercario também esté
associada a condi¢des clinicas relacionadas com patologias cutaneas [46].
Concentragdes de metal no sangue 5 ug/ dL, sdo geralmente acompanhadas

de sintomas e sinais de toxicidade.
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O mercurio forma rapidamente ligacdes covalentes com o enxofre na
forma sulfidrilo (-SH, designado também por grupo tiol ou grupo mercaptano —
do latim mercurius captans - pela capacidade que o grupo -SH tem de se ligar
fortemente com o mercurio), alterando a solubilidade, dissociacédo e afinidade
relativa para os receptores, distribuicdo e excrecdo das enzimas e compostos
que contém esses grupos sulfidrilo. Como as proteinas que tém grupos tiol
existem tanto nas membranas extracelulares, como nas intracelulares e ainda
nos organelos, nao foi ainda possivel determinar o alvo exacto deste metal. O
mecanismo de accdo é traduzido por um conjunto de alteracbes que podem
ocorrer individualmente ou em conjunto, manifestar-se no aumento da
permeabilidade da barreira hematoencefalica, inibicdo da polimerizacdo e
formacdo dos microtabulos, alteracbes na replicacdo do DNA e na sintese
proteica, desregulacdo do sistema imunitario e mudanca na homeostase do
calcio.

Para além deste mecanismo de accdo, o mercurio estd também
associado a inducédo de mecanismos de peroxidacao lipidica e a alteracdes no
mecanismo do grupo heme. Como consequéncia, o Hg origina uma deplecao
dos niveis de glutationa, superdxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase, conferindo um défice na protecgcdo celular com relacdo ao stress
oxidativo, pela accdo deste metal na despolarizacdo da membrana interna
mitocondrial, levando ao aumento de perdxido de hidrogénio (H,O), uma das
quatro espécies reactivas de oxigénio (oxigénio singleto, radical hidroxilo e
radical superoxido).

E a afinidade do metal para os grupos tiéis (com enxofre) que permite a
utilizacdo do &cido 2,3 dimercapto-1-propano-sulfénico ou DMPS ou da
penicilina como agentes quelantes no tratamento de intoxicagdes por Hg.

O mercurio também se liga a outros grupos quimicos, embora com uma
menor afinidade, como o fosforilo (PH3), carboxilo (COOH), amina (R-NHZ2,
amina primaria), e amida (R-CO) NH2. E também considerado um poluente
ambiental e esta classificado em terceiro lugar no Top 20 das substancias
perigosas publicadas na “Agency for Toxic Substances & Disease Registry”,
ATSDR, 1999. Os efeitos biolégicos deste metal e seus derivados sé&o

grandemente diversificados, englobando desde efeitos citoldgicos, reprodutivos
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(teratogénicos) e até mesmo neuroldgicos. A possivel associacdo ao processo
carcinogénico, bem como os seus efeitos genotoxicos ndo estdo ainda
completamente esclarecidos, apesar da existéncia de inUmeras evidéncias do
efeito do Hg ao nivel do ADN.

Os inumeros estudos apresentados servem de indicadores que
privilegiam a integridade da salde das pessoas potencialmente expostas ao
metal, evidenciando os efeitos biologicos deste metal. Todos os efeitos
biolégicos do mercurio e seus compostos derivados demonstram que apesar
de incalculaveis contradicbes estes compostos apresentam graves

consequéncias no organismo que merecem um estudo aprofundado.
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4. Doencas Neurodegenerativas

4.1. Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) € uma avancada desordem
neurodegenerativa relacionada com a idade, essencialmente definida pela sua
relacdo com a deficiéncia de movimento, incluindo tremor de repouso, rigidez
do ténus muscular e bradicinesia [47]. A medida que a doenca progride afecta
também varias areas dentro do sistema nervoso central e periférico, causando
sintomas adicionais ndo-motorizados [48].

Patologicamente, a DP ¢é caracterizada por perda de neurénios
dopaminérgicos na via nigroestriatal do cérebro e por a presenca de corpos de
Lewy e neuritos de Lewy [49], que com a progressdo da doenca, se espalham
a partir do tronco cerebral para o cértex frontal [50]. A deplecdo da dopamina
causa desregulacdo nos circuitos motores resultando nas manifestacdes
clinicas da PD. A grande maioria dos casos de PD até mesmo pela prépria
dificuldade no seu estudo (post-mortem) sao considerados idiopaticos mas uma
pequena percentagem (5 a 10%) estdo associadas a um componente genético
de hereditariedade. [51].

Os corpos de Lewy sao inclusdes citoplasméticas intraneuronais, cujo
principal componente estrutural € uma Sinucleina (a-Syn) [49]. Uma Syn é
uma proteina pré-sinaptica criticamente envolvida na citopatologia e genética
da DP (revisto em [52- 54], e de outras sinocleinopatias em humanos, como a
deméncia associada aos corpos de Lewy e a atrofia sistémica [55].

A a-Syn € o componente nuclear dos corpos de Lewy encontrado
maioritariamente na substancia nigra mas também em outras regibes do
cérebro tais como o cortex. Varias mutacdes da a-Syn estdo ja postuladas na
bibliografia como tendo um papel fundamental na patogenia da PD. Algumas
dessas mutacgdes sao duplicacdes e triplicagdes do locus do gene directamente
associadas a hereditariedade da DP em idade adulta [56].

A progressiva conversao da proteina soluvel a-Syn, em oligdmeros

sollveis e agregados insoluveis € anterior a sua deposi¢cao citoplasmatica
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intraneuronal e fundamenta a sua citopatologia neste grupo de disturbios [57-
58]. Esta progressiva conversao e acumulagdo em formas citotoxicas de a-Syn
€ associada a neurodegeneracao na DP [59].

O papel fisiolégico da a-Syn ainda € incerto. Estudos recentes tém
sugerido que a proteina neuronal a- Syn esta envolvida em aspectos do trafego
de vesiculas, tanto na exocitose ([60]) como na endocitose [61]. De acordo com
descobertas recentes, que indicam o0 seu enriquecimento nos terminais pré-
sinapticos, a a-Syn mostrou que tinha efeitos na reciclagem de vesiculas
sinapticas [61- 62].

No entanto, a expressao da a- Syn ndo esta restrita ao sistema nervoso
central. Uma parte da a- Syn é detectada no plasma ([63]), células vermelhas
do sangue ([64]) e fibroblastos da pele [65]. Além disso, a expressao da a- Syn
foi encontrada em uma variedade de tumores cerebrais ([66, 67]), bem como
cancros periféricos, incluindo ovéario e de mama ([68]), tumores no célon ([69])
e no melanoma [70].

Tem sido sugerido que a perda neuronal em doencas
neurodegenerativas pode resultar da activacdo de componentes do ciclo
celular. Os neurénios sdo geralmente considerados como células pds-mitoticas
e nao-replicadas. No entanto, os componentes especificos do mecanismo do
ciclo celular podem ser reactivados em alguns neurénios mediante certos
estimulos [71]. Embora essa ativacdo do mecanismo do ciclo celular possa
resultar na proliferacdo de células cancerosas, a reactivacdo do ciclo celular
em neurénios pos-mitéticos pode levar a apoptose.

4.2. Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) é a forma mais comum de insanidade
mental, afectando mais de 18 milhdes de pessoas em todo o mundo. Com o
aumento da esperanca de vida, € esperado que este nimero venha a aumentar
no futuro.

A DA é caracterizada pela progressiva perda da memoria, deficit

cognitivo e alteracdes de personalidade associados a degeneracdo de varios
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tipos de neurodnios e, patologicamente, pela presenca de placas neuriticas e
emaranhados neurofibrilares [72]. A proteina amildide B (AB) parece
desempenhar um papel patogénico fundamental na DA, e existem estudos que
fazem ligagao entre as placas AB e a formagao de emaranhados intercelulares,
outra caracteristica neurotoxica da DA [73- 75]. Actualmente, ndo existe
tratamento para curar ou prevenir a morte celular neuronal, que resulta num
inevitavel declinio na saude dos pacientes com AD.

Desenvolvimentos recentes na tecnologia de células-tronco tém
estimulado novas terapias potenciais para doencas neurodegenerativas como o
DA. As células estaminais adultas estdo sob intensa investigacdo como uma
fonte potencial terapéutico de neurdnios para substituir células danificadas ou
mortas, em varias doencas neurologicas [76].

O sistema imunolégico inato é a primeira linha de defesa vital contra
uma ampla gama de patogénios e lesdes dos tecidos, provocando inflamacao
através da ativacdo da microglia e dos macréfagos. Muitos estudos tém
mostrado que a microglia € atraida para rodear placas de células danificadas,
tanto em amostras de seres humanos com DA como em modelos animais que
desenvolvem doencas relacionadas com a DA [77- 79]. No entanto, o seu papel
exacto na patogénese da DA continua sem ser elucidado. Alguns estudos
também tém demonstrado que a AB pode activar a microglia para produzir
citoquinas e neurotoxinas, promovendo desta forma uma neurodegeneracao
[80- 82].

Em contrapartida, outros estudos tém sugerido que a microglia é
realmente benéfica através da producdo de factores neurotréficos e da
eliminacao da AP toxica por fagocitose [78, 79, 83].

Na verdade, a estimula¢cédo do sistema imunolégico em modelos animais
com DA apresenta redugao na quantidade de AB [78, 79]. A AB é fagocitada
pela microglia e enviada ao lisossoma, onde € posteriormente degradada [].
Contudo, uma cultura priméaria de microglia de rato indica que essas células
imunitarias residentes no sistema nervoso central (SNC) precisam ser
activadas antecipadamente para adquirirem a capacidade de limpar a AB do

cérebro.
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4.3. Doencas Neurodegenerativas e Metais Pesados

Existem imensas referéncias bibliograficas publicadas em artigos
cientificos indexados, que apontam a exposicdo crénica a metais pesados
como uma das possiveis causas para as doencas neurodegenerativas em
exposi¢do laboral, apesar de alguns estudos preliminares ja realizados néo
existem contudo dados epidemioldgicos que o confirmem. O facto deste grupo
de doencas aparecerem num estadio avancado (idade) podera de algum modo
justificar que uma exposicdo cronica a certos agentes toxicos, neste caso
metais pesados possam estar implicados directa ou indirectamente, de uma
forma sinergistica ou exclusiva. Sabe-se que uma patologia comum nas
doencas neurodegenerativas € a acumulacdo de proteinas desorganizadas
(misfold). Esta ligacdo proteina-proteina aberrante conduz a interac¢des ou
possiveis disrupcdes de muitas fungbes celulares. Alzheimer e Parkinson sao
as duas mais frequentes patologias neurodegenerativas. Sabe-se que na sua
etiopatogenia esta o “misfolding” e a agregacao da a-sinucleina, uma proteina
pré-sinaptica que é abundante expressa no cérebro [86- 94].

Inameros estudos recentes implicam a funcio/disfungcdo da proteina a-
syn com possiveis alteracdes do trafico intracelular, contudo os efeitos precisos
desta proteina na célula continuam ainda por clarificar. Existem algumas
hipéteses de que os agregados no cérebro da proteina supra citada possam
ser alvo esporadico ou continuado de factores exdgenos tais como a
acumulacdo de metais pesados, o que ira desencadear fenédmenos de defeito

do trafego intracelular [95].
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5. Modelo de estudo

A levedura Saccharomyces cerevisiae tem vindo a ser utilizada como
estudo para a toxicidade da a- Syn. Este modelo de estudo € muitas vezes
utilizado para estudos de stress oxidativo [95, 96].

Este modelo de estudo tem sido extensivamente usada como um
organismo modelo para estudar uma grande quantidade de vias celulares
gracas as suas vantagens intrinsecas como sistema experimental [97].

Este eucariota unicelular tem excelente genética classica e molecular,
tem uma rapida taxa crescimento e é tratdvel experimentalmente, o que
permite um controlo completo sobre a sua composi¢cdo quimica e ambiente
fisico. Sendo um microorganismo, esta levedura partilha com as bactérias a
simplicidade e rapidez de crescimento e a aptiddo para métodos bioquimicos e
genéticos que permite a aplicacdo de toda a gama de tecnologias moleculares
[98- 100]. Sendo um eucariota, compartilha com seus primos multicelulares
muitos processos fundamentais e a tipica compartimentacéo celular. Portanto,
as licbes deste organismo sdo muitas vezes transponiveis para eucariotas
superiores e a identificacdo de proteinas é particularmente mais facilitada. Mais
recentemente, a levedura tem sido o principal eucariota escolhido para o
desenvolvimento de metodologias para estudar as fungdes celulares.

A sequéncia completa do genoma da levedura apareceu em 1996 e foi 0
primeiro entre os eucariontes [101]. Isso, acrescido de técnicas de genética
molecular muito eficientes, que permitam que qualquer dos 6000 genes que
apresente um alelo mutante possa ser substituido, completamente apagado ou
modificado genomicamente, tem impulsionado os estudos gendmicos da S.
Cerevisiae [98,100].

Por marcar genomicamente todos os “frames” de leitura abertos, por
exemplo, tem sido possivel determinar a expressao e localizacédo das proteinas
globais [102, 103].
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Objectivos

Existem algumas hipoteses de que o aparecimento dos agregados da
proteina a-Sinucleina no cérebro possam ser alvo, esporadico ou continuado,
de factores exdgenos tais como a acumulacdo de metais pesados, 0 que ira
desencadear fendmenos de defeito do trafego intracelular.

Com base nesta evidéncia ja publicada, o objectivo deste trabalho e
aquilo a que o aluno se prop0s neste trabalho de dissertacdo foi, utilizando a
levedura S. Cerevisiae como modelo de estudo para a doenca de Parkinson e
Alzheimer, por técnicas de microscopia electronica de transmissdo, fazer
estudo de possiveis alteracdes dos depdsitos da proteina em estudo a nivel do
trafego intracelular. Essas alteracfes seriam evidenciadas por uma diferente
distribuicdo (evidenciada e reconhecida pelo aparecimento de “dots/clusters”).
Na tentativa de obter resultados originais foram realizadas incubac¢des do
modelo de estudo utilizado com dois dos metais contemplados na TNI o
mercurio e o chumbo. A principal tarefa era o estudo do efeito modulativo da
agregacgao da a-Sinucleina e de que forma esta pode interferir com o trafego

vesicular no modelo de estudo.
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Métodos

1. Saccharomyces Cerevisiae

A cadeia da cultura de células S. Cerevisiae wild-type usada neste
estudo foi a BY4741, células VSY71 controlo e células mutantes manipuladas
através de diferentes vectores (pRS426GPD_GFP).

O protocolo utilizado baseou-se na adaptacdo do método para leveduras
de Tokuyasu [96].

1.1 Fixagdo de permanganato da levedura e incorporagao com resina de Spurr

Quinze unidades equivalentes de células, com densidade optica (OD)goo0,
foram suspensas em 1 mL de KMnO4 (Sigma) gelado, a 1,5%, e transferidas
para um tubo de micro-centrifugacdo de 1,5 mL. Depois de encher o tubo com
0,5 mL da mesma solucao para excluir o ar, as amostras foram misturadas num
centrifugador durante 30 minutos a 4°C. Esta operacéo foi repetida algumas
vezes antes de lavar os aglomerados cinco vezes com 1 mL de agua destilada.
Em seguida, as células foram desidratadas numa quantidade crescente de
acetona (10, 30, 50, 70, 90,95 e trés vezes 100%) por incubacdo num
centrifugador a temperatura ambiente, durante pelo menos 20 minutos em cada
etapa. Apoés a centrifugacéo, os aglomerados foram novamente suspensos com
resina Spurr a 33% em acetona e misturados no mesmo dispositivo durante
uma hora, a temperatura ambiente. Esta operagdo foi repetida duas vezes
durante a noite e sucessivamente durante todo o dia em resina de Spurr a
100%.
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2. Inoculacéo

Neste trabalho, as células foram inoculadas com o metal HgCl, (cloreto
de mercurio) de 271,50 g mol™?, na concentracdo de 1.6 pug/Kg, e com PbCl
(cloreto de chumbo) de 278,11 g mol-1, na concentracdo de 150mg/kg. Estes
valores de concentracdo deveram-se ao facto de serem os limites biolégicos
maximos de chumbo e mercurio admitidos em Seres Humanos, descritos na

bibliografia.

3. Microscopia Electronica de Transmissao

Apos duas lavagens com tamp&o, as células foram centrifugadas a 250
rpm, a uma temperatura de 4°. Apos a segunda lavagem fez-se a transferéncia
para clumps de vidro de 5 ml. De seguida procedeu-se a pos-fixagdo com 2 ml
de OSO, durante uma hora, em gelo. De seguida lavou-se com ddH20 8vezes,

durante 10 minutos cada.

Seguidamente, realizou-se o “Enbloc STAINING”:

- lavou-se 4 vezes, durante 10 minutos, com 40mM de maleato de
sédio (pH 6.5);

- adicionou-se 2ml de acetato de uranilo a 0.5% em tampao

maleato de sodio a 4 °C, overnight;

- de seqguida efectuaram-se 4 lavagens, de 15 minutos cada, com

tampéao maleato.
Posteriormente fizeram-se series de desidratacoes:

- desidratacdo com ETOH 5 minutos cada passo (percentagens
crescentes de etanol, 50, 70, 95, e 3x 100%);
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- finalizacdo com 3 lavagens com oxido de propileno a 100%.
Infiltracéo:

- 2:1 PO:resina durante 1 hora;

- 1:1 PO:resina overnight;

- resina a 100% 2horas;

- colocacdo em capsulas que depois estiveram durante 36 horas

em estufa a 60°, ao fim dos quais foram desenformadas.

- 0s blocos foram talhados, de seguida, e depois os cortes foram
processados no ultramicrotomo para posteriormente serem colocados

nas grelhas e observados ao Microscopio.

4. Informacgé&o adicional

1. Glutaraldeido

Electron Microscopy Sciences

Cat. 16320 50% solution, EM grade
2. Paraformaldeido

Electron Microscopy Sciences

Cat. 15710 16% solution, EM grade

3. Tetroxido de Osmio
Electron Microscopy Sciences

Cat. 19170 4% aqueous solution

4. Oxido Propileno
Electron Microscopy Sciences
Cat. 20400 Plastic coated bottle, EM grade
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5. EMbed-812
Electron Microscopy Sciences
Cat. 14120 1kit (BDMA)

6. Wheaton Sample vials

VWR
Cat. 66011-278 4ml capacity, caps included
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Resultados

A concentracdo de mercurio utilizada nesta dissertacdo foi a de 1.6
Hg/Kg, que consta da bibliografia internacional indexada. Feitos os calculos, foi
inoculada a concentracdo de 7.73x10™ por placa de crescimento de levedura.

Ja para o nivel chumbo a concentracéo a testar foi a de 150mg/kg.

Os resultados originais obtidos apresentar-se-do0 em 3 grupos

experimentais:

1- Grupo Controlo, onde as células de levedura foram inoculadas com
tampao (veiculo de transporte).

2- Grupo Hg, onde as células de levedura foram inoculadas com um dos
metais contemplados na TNI (mercurio).

3- Grupo Pb, onde as células de levedura foram inoculadas com um dos

metais contemplados na TNI (Chumbo).

Comparando o0s resultados obtidos em cada um dos grupos
experimentais com o grupo controlo, é possivel reconhecer algumas alteracdes
estruturais mais evidenciadas no grupo experimental do mercurio. Essas
alteracdes traduzem-se, como se evidencia na figura 4, por deposicdo de
“‘dots/clusters” junto a membrana plasmatica (MP). Estes artefactos séao
facilmente reconhecidos por uma coloragéo negra, comparativamente ao grupo
controlo. Com relagéo ao grupo experimental do chumbo, o supra exposto
ja ndo é evidenciado. Contudo, é possivel visualizar, em apenas algumas das
imagens, uma desorganizacdo dos organelos. Tal achado ndo sera
considerado de relevancia para esta dissertacdo uma vez que a casuistica

obtida na foi considerada significativa.
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1. Grupo Controlo

Figura 3 - Grupo Controlo, onde as células de levedura foram inoculadas com tampé&o. N&o se verificam

nenhumas alterag6es junto da Membrana Plasmatica das células.
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2. Grupo Hg
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Figura 4 - Grupo Hg, onde as células de levedura foram inoculadas com mercurio, um dos metais

contemplados na TNI (1.6 pg/Kg). Verificam-se algumas alteragdes por deposi¢do de dots/clusters junto a

membrana plasmatica.

Estes dots/clusters (marcados com asteriscos) representam a

desorganizagdo da a-sinucleina, devido a inoculagdo das leveduras

Saccharomyces Cerevisiae com mercurio.
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3. Grupo Pb
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Figura 5 - Grupo Pb, onde as células de levedura foram inoculadas com chumbo, um dos metais

contemplados na TNI (150mg/kg). Nado se verificam grandes alteragdes. Contudo, é possivel visualizar,
em apenas algumas das imagens, uma desorganizacéo dos organelos.
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Discussao

As substancias toxicas tém vindo a ser usadas desde sempre. Entre os
mais antigos escritos de toxicologia encontram-se os papiros do Egipto. Com a
evolugao do conhecimento e da Ciéncia, muitos foram os meios utilizados para
o estudo da toxicologia. Isto, levou ao seu reconhecimento aplicada as ciéncias
forenses e criminais [1].

As Ciéncias Forenses sao talhadas para a andlise de vestigios nos mais
variados tipos de crime. Esses vestigios vao desde os espécimes bioldgicos, a
muitos outros tecidos e materiais que estao entre os tipos de evidéncias mais
frequentemente encontrados nas cenas do crime, como armas e outros
objectos. As Ciéncia Forenses abrangem um conjunto de areas tdo variadas
como a Antropologia, Criminologia, Entomologia, Odontologia, Patologia,
Genética, Psicologia ou Toxicologia que em conjunto, actuam de modo a
resolver casos de caracter legal. A Toxicologia Forense € uma ciéncia de
caracteristicas essencialmente analiticas fundamental para o esclarecimento
de questdes juridicas relacionadas com intoxicacdes, isto é, estuda os
aspectos meédico-legais, procurando esclarecer a causa da morte em casos de
intoxicacdo e envenenamento [2].

O conceito de medicina legal é relativamente recente. Toda a sua
complexidade: (i) levou a necessidade da estruturacdo da mesma em
subespecialidades; (ii) os progressos cientificos de variadissimas areas do
conhecimento, permitiram uma reorganizacdo e ate mesmo uma revolu¢do dos
conceitos desta [1, 2]. Hoje em dia, técnicas tao variadas como a biologia
molecular, imunohistoquimica e até mesmo a microscopia concorrem para a
evolugdo e aperfeicoamento dos conceitos da medicina legal e das Ciéncias
Forenses. Neste trabalho foi utilizada a microscopia electronica de transmissao,
gue consiste numa microscopia na qual um feixe de electrdes é emitido na
direccdo de uma amostra ultra fina, interagindo com a amostra enquanto a
atravessa. A interacgdo dos electrdes transmitidos através da amostra origina

uma imagem que € ampliada e focada nm dispositivo de imagem [105].
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A medicina do trabalho tem como principal objectivo a prevencédo da
saude dos trabalhadores. Contudo, este ramo da medicina devidamente
legislado pelo codigo do trabalho, confere as competéncias da quimica médico-
-legal e da possivel avaliacdo do dano. As doencas profissionais encontram-se
contempladas na tabela nacional de incapacidades. A doenca profissional € a
alteracdo da integridade psicofisica do trabalhador [104].

O objectivo desta dissertacdo foi, utilizando a levedura S. Cerevisiae
como modelo de estudo para a doenca de Parkinson e Alzheimer, por técnicas
de microscopia electrénica de transmissdo, fazer estudo de possiveis
alteracdes dos depésitos da proteina em estudo a nivel do trafego intracelular.
Esta alteracdo € causada pelo contacto com um agente nocivo. Dos trés metais
contemplados na TNI relativa a doencas profissionais, esta dissertacao
debrucou-se no estudo de dois deles, o mercurio e o chumbo. Sdo inUmeros os
trabalhos que relacionam o0s metais pesados com as doencas
neurodegenerativas, principalmente Alzheimer e Parkinson [86- 94].

A doenca de Parkinson é uma desordem neurodegenerativa avancada
que se define pela sua relacdo com a deficiéncia de movimento, incluindo
tremor de repouso, rigidez do ténus muscular e bradicinesia [47]. A medida que
a doenca se desenvolve, vai afectar também varias areas dentro do sistema
nervoso central e periférico, causando sintomas adicionais ndo-motorizados
[48]. Ao nivel da patologia, esta doenca é caracterizada por uma perda de
neurénios dopaminérgicos na via nigroestriatal do cérebro e por a presenca de
corpos de Lewy e neuritos de Lewy [49], que com a progressao da doenca, se
espalham a partir do tronco cerebral para o cortex frontal [50]. Por sua vez, a
doenca de Alzheimer é a forma mais comum de insanidade mental. E
caracterizada por uma perda da memodria progressiva, deficit cognitivo e
alteracdes de personalidade associados a degeneracdo de varios tipos de
neurdnios. Patologicamente, esta doenca caracteriza-se pela presenca de
placas neuriticas e emaranhados neurofibrilares [72]. A proteina amiléide
(AB), parece desempenhar um papel patogénico fundamental nesta patologia
[73- 75]. Uma patologia comum nas doencgas neurodegenerativas é a
acumulacdo de proteinas desorganizadas (misfold). Esta ligacdo proteina-
proteina aberrante conduz a interacces ou possiveis disrupcdes de inUmeras
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funcdes celulares. Na etiopatogenia das doencas de Alzheimer e Parkinson
esta o “misfolding” e a agregagao da a-sinucleina, uma proteina pré-sinaptica
que € abundante expressa no cérebro [86- 94]. InUmeros estudos recentes
implicam a fungao/disfungao da proteina a-sinucleina com possiveis alteracées
do trafico intracelular [95].

O mercurio € um metal vem sendo usado na indastria e na medicina
desde h& séculos [1]. Hoje em dia a exposi¢do da populacdo em geral surge a
partir das duas formas organicas deste metal: o metilmercario (CH3Hg+) e o
etilmercurio (CH3CH2Hg+), que por sua vez, podem ter trés proveniéncias
distintas: o consumo de peixe contaminado, as améalgamas dentarias e
algumas vacinas [104, 105]. H4 muitos anos que sdo conhecidos casos de
envenenamento por inalacdo de vapores de mercurio [7]. Hoje em dia, as
exposicoes resultantes de actividades profissionais sdo jaA muito mais
controladas do que no século passado. As concentracdes na urina de pessoas
com amalgamas dentarias (2 a 4 mg de mercurio por litro), sdo muito mais
baixas do que as concentracdes encontradas em pessoas que estdo, pela sua
actividade profissional, em contacto com o mercurio (20 a 50 mg de mercurio
por litro), [8]. A exposi¢do ao mercurio pelo consumo de peixe contaminado ou
a partir de amalgamas dentarias é uma questado presente ha varias décadas. Ja
0 possivel risco associado ao timerosal usado em vacinas é uma questado
relativamente recente. Existem estudos que abordam a possibilidade de o
mercurio e outros metais pesados estarem relacionados com as doencas
neurodegenerativas, tais como a doenca de Alzheimer ou a doenca de
Parkinson [16, 17]. Ndo existem contudo dados cientificos que o justifiquem,
coexistindo varios estudos nesse sentido. Estudos “in vitro” indicam que o
mercurio pode afectar processos bioquimicos que se acredita estarem
envolvidos na doenca de Alzheimer [18].

O chumbo é um metal muito conhecido e usado desde a antiguidade [1].
Atraveés da interac¢cdo com outros elementos, da origem a compostos tais como
sulfato de chumbo, cromato de chumbo, arseniato de chumbo, dioxido de
chumbo, brometo de chumbo, entre outros [5]. Apesar de ndo ser um elemento
comum nas aguas naturais, o chumbo tem sido responsavel por graves
problemas de intoxicagcdo, devido ao facto de ser facilmente introduzido no
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meio ambiente a partir de uma série de processos e produtos humanos, como
por exemplo através da industria de plasticos, tintas e pigmentos ou a da
propria industria metalurgica [104]. Trata-se de um metal que tem efeito
cumulativo no organismo, o que pode provocar uma doenca cronica chamada
saturnismo. A exposi¢ao cronica podera dever-se a trés situacdes: ocupacional,
ambiental e alimentar. Segundo o Instituto Regulador de Aguas e Residuos
(IRAR), na recomendac¢do n°® 02/2005, o teor maximo de chumbo na agua de
abastecimento devera ser 0.025 mg/L até 25 de Dezembro de 2013 e 0.01
mg/L depois desta data. Este valor, que se aplica a um consumo médio
mensal, foi estabelecido com vista a assegurar a protec¢cédo da saude humana.

Neste trabalho, as células foram inoculadas com o metal HgCI2 (cloreto
de mercurio) de 271,50 g mol-1, na concentracdo de 1.6 pug/Kg, e com PbCI
(cloreto de chumbo) de 278,11 g mol-1, na concentracdo de 150mg/kg. Estes
valores de concentracdo deveram-se ao facto de serem os limites biologicos
méaximos de chumbo e mercurio admitidos em Seres Humanos, descritos na
bibliografia.

Este trabalho apresenta resultados originais da aplicacdo da microscopia
electrénica de transmissao no estudo dos metais pesados, chumbo e mercurio,
no ambito da possivel relagdo destes com as doencas neurodegenerativas de
Alzheimer e Parkinson. Existem ja alguns estudos realizados, como atras se
faz referéncia, da possivel relacdo da exposicdo laboral cronica e do
aparecimento destas doencas neurodegenerativas. Apesar de nao existirem
evidencias nem resultados cientificos que o corroborem, este trabalho contribui
com os seguintes dados: verificam-se algumas alteragdes por deposicdo de
“dots/clusters” junto a membrana plasmatica. Estes “dots/clusters” representam
a desorganizagdao da a-sinucleina, devido a inoculacdo das leveduras
Saccharomyces Cerevisiae com mercurio.

Pela visualizagdo destes achados microscopicos, € possivel contribuir
com mais um dado no universo dos metais pesados e das doencas
neurodegenerativas. Uma vez que, a a-sinucleina € o principal componente
estrutural dos corpos de Lewy, que sao inclusbes citoplasmaticas

intraneuronais existentes no sistema nervoso central, cuja presenca
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acompanhada de perda de neuronios dopaminérgicos representa a
caracteristica patologica de uma doenca neurodegenerativa [95].

O modelo de estudo também aqui utilizado da Saccharomyces
Cerevisiae, que é comummente usado como um organismo modelo para
estudar uma grande quantidade de vias celulares gracas as suas vantagens
intrinsecas como sistema experimental [97], provou ser um excelente modelo
de estudo para possiveis futuros estudos da relacdo da cronicidade da
exposicdo dos metais pesados (pela actividade laboral) e o possivel

aparecimento de doencas neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson.
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Capitulo VI

Conclusao
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Conclusao

Encontra-se ja documentado o efeito da toxicidade dos metais pesados
contemplados na TNI e os efeitos nefastos da sua exposi¢cdo cronica. Esta
dissertacdo contribui com dados originais, que vém corroborar o j descrito na
bibliografia:

0] A susceptibilidade da a-sinucleina aos metais pesados, mais

especificamente ao Hg;

(i)  Ainoculagdo de um modelo de estudo, a levedura, com um metal
pesado, Hg, resulta num aparecimento, evidenciado por
microscopia electronica de transmissdo, de uma desorganizacéo
da a-sinucleina.

O facto de a a-sinucleina ser o principal componente estrutural dos
corpos de Lewy, cuja presenca acompanhada de perda de neurdnios
dopaminérgicos representa a caracteristica patoléogica de uma doenca
neurodegenerativa e, a evidencia da desorganizagcdo e/ou marcagao mais
evidenciada desta proteina neste modelo de estudo utilizado, aquando da
inoculacdo com o metal pesado contemplado na TNI que se sabe que tem uma
accao em processos bioquimicos que se acredita estarem envolvidos na
doenca de Alzheimer vem corroborar o ja descrito na bibliografia da possivel

relacdo entre o mercurio e as doencas neurodegenerativas.
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