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A minha filha Alis, porque acima de qualquer outro motivo, vocé
¢ 0 mais importante.



"o Em que casa de Hogwarts deverio ficar.

Quem sabe sua morada ¢ a Grifinoria, casa onde fabitam os
coragoes indomitos.Ousadia, sangue frio e nobreza destacam os
alunos da Grifinoria dos demais,

Quem sabe é na Lufa Lufa que vocé vai morar; onde seus
moradores sdo justos e leais, pacientes, sinceros, sem medo da
dor.

Ou serd a velha e sabia Corvinal, a casa dos que tem a mente
sempre alerta, onde os fomens de grande espirito e saber, sempre
encontrardo companheiros seus iguats.

Ou quem sabe a Sonserina serd a sua casa e ali fard seus
verdadeiros amigos; homens de astiicia que usam quaisquer meios
para atingir os fins que antes colimaram...”

JX: Rowling
“Harry Potter e a Pedra Filosofal”
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RESUMO

Grupos de ratos Wistar e cdes Beagle foram submetidos a dietas com
dopagem de uranio, iniciando-se no desmame do animal e prolongando-se até sua
maturidade.

O contetdo de urdnio em ossos foi determinado por duas técnicas nucleares:
néutron-fisséo e andiise por ativacdo neutrénica, obtendo-se microdistribuigéo e
contetdos totais, respectivamente.

O contetido total de U em ossos de ratos, em func&o da quantidade ingerida
(medida em ppm de U na racgéo), exibiu um comportamento tendendo a saturagao
para doses de uranio na vizinhanga de 20 ppm, sendo verificado também ser este
o limiar toxicolégico do U em ratos. Observou-se uma alteragcdo do regime de
saturagdo para outro, linear crescente, em dosagens superiores a 20 ppm. Esta
ocorréncia foi discutida em termos de uma provavel faléncia renal de origem
toxicoldgica.

A microdistribuicdo de U em seces transversais do colo femoral de Beagles
mostrou que, contrariamente ao que ocorre em situagbes de ingestdo aguda e
tnica, esse radionuclideo distribui-se igualmente tanto no cértex quanto na medula
ossea. Varios “hot spots” de U foram observados na regido préxima ao enddsteo.

Foi desenvolvido um modelo biocinético para descrever a acumulagdo de U
em funcéo do tempo, e esse modelo foi validado vis-a-vis dados obtidos neste
trabalho com ossos de Beagles. Com isso obteve-se, por extrapolacdo, que a
saturacdo ossea de U ocorreria num periodo igual ou superior a 8 anos.

Doses internas e microdoses foram calculadas para a regido da meduia
Ossea, e as possiveis consegiiéncias radiobioldgicas foram discutidas, tomando-
se como exemplo ilustrativo a recente questéio do uranio depletado disperso, via
operagdes militares, nas regides do Golfo Pérsico e Balcans.



ABSTRACT

Groups of Wistar rats and Beagle dogs were submitted to uranium doped
diets, starting in the post-weaning period and extending till maturity.

The uranium content in bones was determined by means of two techniques:
neutron-fission and neutron activation analysis, to obtain microdistributions and
total contents, respectively.

The total content of U in bones of Wistar rats, as a function of the ingested
amount (measured in terms of ppm of U in the food), showed a trend toward
saturation for U dosages around to 20 ppm, which also represents the toxicological
threshold of U in Wistar rats, as verified in this work. It was also observed, at
dosages higher than 20 ppm, a change of the saturation regime into another
linearly increasing. This fact was discussed in terms of a possible toxicologically
originated renal failure.

The U microdistribution in transverse sections of Beagle femoral shafts,
showed that this radionuclide is equally distributed all along the cortex and marrow,
which is at variance with experimental situations of single and acute dosages.
Several U hot spots were observed at locations near to the endosteo.

It was developed a biokinetical model to describe accumulation as a function
of time, and this model was validated by comparison with data for Beagle bones
obtained in this work. We came to the conclusion, by extrapolation of the model,
that the U saturation in bone would take place after a period equal or higher to 8
years.

Internal and microdoses imparted to the central bone marrow were calculated,
and the possible radiobiological consequences were discussed, where the recent
issue of depleted uranium dispersed in the environment, by means of military

operations in the Gulf and Balkans regions, was used as a working example.
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CAPITULO |. INTRODUCAO.

I.1. Uranio na cadeia alimentar

I.1.A- Urdnio natural

Dos radionuclideos mais importantes para estimativas de doses

devidas & contaminagio interna, podemos ressaltar o uranio.

O urénio é um elemento radioativo que encontra-se na natureza em
forma de mineral. Rochas, solos, dgua superficial e subterranea, o ar, as
plantas e os animais, contém quantidades varidveis de urdnio, em
concentragbes tipicas da ordem de algumas partes por milhdo (ppm).
Constitui um dos elementos téxicos mais pesados encontrados na natureza,
além de ser um dos principais precursores de radionuclideos naturais,
emissor de particulas alfa, caracterizadas por ter aito LET (“Linear Energy
Transfer”).

O uranio existe em varios estados de oxidacdo, mas a forma

hexavalente é a mais comumente encontrada nas exposicdes ambientais.

Algumas rochas e solos podem também conter quantidades maiores
de uranio [1-8]. Se a quantidade for suficientemente grande, o uranio pode
ser aproveitado comerciaimente, ser extraido, e convertido em diéxido ou
outras formas do produto. O residuo desta série de processos
mineralégicos também contém uma pequena quantidade de uranio, assim
como outros produtos de rejeitos naturalmente radioativos tais como radio e
tério.

E comum achar o uranio como constituinte de rochas fosfaticas, e elas
sao usadas na fabricagéo de fertilizantes e suplementos dietéticos para
animais.



Vale mencionar, por exemplo, o fosfato bicalcico (DCP). O DCP ¢é
obtido através de um processo de desfluorinizagdo, como é mostrado na
equacao 1. Apds este processo, o DCP pode conter concentragdes tao

altas quanto 200 ppm [9].

Cag(PO4)2.CaF2 -+ H3P04 —— ) CaHPO4 (1)
(rocha calcarea) desfluorinizacdo  (DCP)

No Brasil, o suplemento de célcio na dieta de ovelhas, frangos, etc,
inclui um consumo de 72 g de DCP. Se considerarmos entéo que a fracéo
de DCP consumida ¢ da ordem de 3 %, a quantidade de uranio ingerida
estara aproximadamente entre 5 e 6 ppm. Humanos sdo consumidores do

leite e da camne desses animais.

Outros estudos envolvendo andlises de 15 tipos de solos brasileiros,
[2] acharam concentragdes totais de urdnio na faixa de 2 e 3 ppm, assim
como em [10] reportaram-se as mesmas quantidades em agua minerali

proveniente de regides de alto background no Brasil,

Em outros lugares do planeta podem ser achadas concentracdes na
agua potavel tdo altas quanto 200 pg-U/l [11}, como no caso da antiga

URSS, e de 3000 pg-U/l como na Finlandia [12].

Assim, das vias de entrada de radionuclideos no corpo humano, a
ingestéo pode considerar-se uma das mais efetivas, por estar diretamente

relacionada a habitos alimentares.

1.1.B- Urénio originado de atividades humanas.

Nos lltimos cinqiienta anos, e em decorréncia do desenvoivimento da
industria nuclear, além do uranio natural (99,27% de 8, 0,72% de 25U e
0,0054% de **U) originou-se uma nova fonte de uranio no meio ambiente,
conhecida como uranio empobrecido (em ingiés: depleted uranium, 99,8%



de **U, 0,2% de *°U e 0,0006% de 24), que é considerado residuo
radioativo de baixa atividade, e deve ser confinado e manipulado com as
devidas precaugées.

O uranio empobrecido (DU) tem sido usado para fins militares nas
guerras do Goifo (1991), Bdsnia (1994-1995), Késovo (1999) e Afganistao,
e nos ultimos cinco anos constitui a causa de multiplas pesquisas e

polémicas quanto ao impacto na sadde (avaliagdo de risco).

De fato, ogivas de muni¢do pesada, revestimentos de tanques,
contrapeso de avibes, tém sido confeccionados com DU metalico. O
principal problema estd em que quando se produz o impacto do projétil com
algum alvo se formam aerossois [11], constituidos por particulas de 6xidos
de uranio de poucas micras de tamanho, que podem ser transportadas pelo
vento e pelos efluentes liquidos. Essas particulas sdo suficientemente
estaveis para passar facilmente ao trato respiratério (pulmdes), e também
se dispersar, contaminando dguas, vegetais, gado e outros alimentos. Uma
vez acumulado em érgéos, o U leva mais de dez anos para ser eliminado
do organismo, e isto ¢ uma questdo de maxima preocupacdo em termos
radiologicos.

I.1.C- Toxicidade quimica e radiolégica.

Os manuais de toxicidade quimica e radiolégica recomendam niveis
de ingestdo para a populagdo em geral, derivados da avaliagdo de
exposi¢cdes agudas ou simples,

Para compostos sollveis de urdnio (sdo os mais abundantes no meio
ambiente), @ mesmo no caso de exposigbes cronicas a radiagdo, se

recomenda néo exceder o limite de 0,5 pg-U por kg de peso por dia [11].

Isto implica intake toleraveis que oscilam entre 30 e 35 pg-U/d para



mulheres e homens adultos, respectivamente. No caso de compostos

insollveis se admitem intakes toleraveis dez vezes maiores.
Ainda assim, afirma-se na literatura {18] ndo haver dados suficientes

para avaliar quanto do intake toleravel pode ser excedido a fongo prazo,

sem que esse fato implique risco a satde.

I.2. Uranio no organismo.

O organismo humano contém em média 90 ug de uranio [11},
incorporados através do consumo normal de dgua e alimento, e também
por ar inalado. Aproximadamente 66 % se encontra no esqueleto, 16% no

figado, 8% em rins e 10 % em outros tecidos.

Na excregd@o urindria ou nas fezes elimina-se mais de 95 % do U que
entra no corpo.

Tipicamente, entre 0,2 e 2 % do urdnio contido nos alimentos e na
agua é absorvido pelo trato gastrointestinal, Do U que € absorvido no
sangue, aproximadamente 67 % é filtrado pelos rins e excretado pela urina,
nas primeiras 24 horas.

Compostos solliveis do uranio sdo melhor absorvidos do que
compostos insolGveis, porque a mobilidade do ion uranila (U0, é similar a
mobilidade do cation Ca®*.

O urénio, assim como também outros metais pesados, tém grande
afinidade pelo osso. Desta forma, este 6rgdo é um dos mais importantes
acumuladores bioldgicos de radionuclideos de vida longa. Por outro lado, é
preocupante que dentro dele se concentrem as células hematopoiéticas da

medula dssea e células progenitoras do osso.



Por estas razdes, o estudo do metabolismo de U em tecidos dsseos,
em quantidades que sejam suficientemente baixas, para ndo induzir um
efeito severo imediato por toxicidade quimica ou radioldgica em outros
orgaos, € fundamental para avaliar riscos a saGde a longo prazo,

principalmente em etapas de crescimento do individuo.

1.3. O que ja se sabe!

As informagbes referentes a acumulagdo dssea de U foram obtidas
exclusivamente de experimentos com animais adultos, aos quais

administrou-se dose Unica.

Mais recentemente, Austin e colaboradores [13-16] investigaram
intensamente a distribuicdo de actinideos em cortes do colo femoral de
ratos Wistar. Na figura 1.1 mostramos uma versio adaptada dos principais
resultados de Austin,
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Destacamos ai trés fases principais:

Fase-1: corresponde ao primeiro dia subseqliente a administracdo da
dose Unica. Nela observa-se que devido & maior vascularizagdo da medula,

esta funciona como “porta de entrada” principal do U no fémur.

Fase-2: corresponde a 56 dias apds a incorporagdo e mostra a
migra¢do do U para o osso.

Fase-3: O U maximiza-se e estabiliza-se na parte mineralizada,
permanecendo um residuo de uranio na medula.

A partir dai, o processo de depuragdo 6ssea encarrega-se de remover

boa parte do U contido na parte mineralizada, ocorrendo isso com uma vida
media de 1795 dias no caso de cédes [17].

l.4. O gue nédo se sabe?

A- A distribuicdo de U nos ossos em decorréncia de ingestao
cronica e por longos periodos de vida animal, a baixas
doses.

B- Também nao existem trabalhos que cubram o periodo de
desenvolvimento animal a parir do desmame, estendendo-
se até a fase adulta, o que implica desconhecer a biocinética
com o crescimento.

A importancia em se dar respostas a essas questdes pode ser
resumida em dois itens fundamentais:

a) Para realizar avaliagbes de risco radiobiolégico precisam-se
de dados obtidos de cendrios de ingestdo cronica, ja
discutidos nos itens 1.A e 1.B.



b) A fase de “construgcao” do esqueleto é a etapa que mais calcio
0 organismo precisa. Logo, como a velocidade de acumulagéo
€ bem diferente da velocidade de depuragdo, mais uréanio

deve ser conduzido aos 0ssos.

I.5. Propostas deste trabalho

1.5.A- Experimento com ratos Wistar.

Estudar a acumulagéo integrada no tempo e diferenciada na dose
desde o desmame até o animal chegar a fase adulta, permitindo obter

coeficientes de transferéncia para incorporagéo cronica a baixas doses.

L.5.B- Experimento com BEAGLES.

a) Estudar a acumulagéo integrada na dose e diferenciada no tempo
(também na etapa de crescimento) em animais que possuam
caracteristicas fisiolégicas e anatdmicas similares aos humanos, evitando o
uso de extrapolagdes.

b) Obter duas categorias de dados: macrodistribuicdo e

microdistribuicédo, usando duas técnicas nucleares analiticas diferentes.

¢) Obter o comportamento cinético do U nos ossos utilizando o
MESMO animal, que é um procedimento original e vantajoso porque

sempre existem flutuagdes metabdlicas entre os animais, diffceis de avaliar.



1.5.C- Oferecer subsidios para meilhor avaliar o problema de DU no

meio ambiente.

A questao principal associada a Sindrome do Golfo (dos Baicans, etc)
consiste, fundamentalmente, em saber qual é o destinoe final (no osso) do
uranio depletado disperso no meio ambiente, que é ingerido cronicamente
pelas populagdes locais: cortex?, medula? ou ambos?. Os resultados deste
trabalho podem dar resposta a essa questdo, bem como redirecionar
algumas normas radiobioldgicas.



REFERENCIAS.

[1] Ledvina R. et al. (1996). Uraniumn, thorium and some other elements
in topsoils of the Trebon region from the aspect of production
contamination. Rostlina Vyroba 42(2), 73-78.

[2] Perez D.V. et al. (1998). Total concentration of uranium and thorium
in some Brazilian soils, Pesquisa Agropecudria Brasilera 33 (8), 1417-
1423.

[3] Singh AK. et al. (1998). Microanalysis of U in Indian sojf samples
using solid state nuclear track detection technique. J. Radioanal. Nucl,
Chem. 238 (1-2), 21-24.

[4] Reimann C. et al. (1998). Environmental geochemical Atlas of the
central Barents region. Geological Survey of Norway, Trodheim,
Norway.

[6] Kadunas V. et al. (1999). Geochemical Atlas of Lithuania.
Geologijos Institutas, Vilnius, Lithuania.

[6] Bou-Rabee (1995). Estimating the concentration of U in some
environmental samples in Kuwait after the 1991 Gulf War. Applied
Radiation Isotopes,46, 217-220.

[7] Brajnik D. et al. (1988). Sources of technologically enhanced natural
radioactivity and their impact in Slovenia (Yugoslavia). Radiation
Protection Dosimetry, 24, 551-554.

[8] British Geological Survey, 1997. Regional geochemistry of parnt of
North-West England and North-Wales. British Geological Survey,
Keyworth, Nottingham, UK.

{9] Arruda-Neto J.D.T.et al. (1997). Concentrations of uranium in
animal feed supplements: Measurements and dose estimates. J.
Radioanal. Nucl. Chem. 221, 97-104.

[10] DeCamargo LM.C. et al. (1996). Determination of U and Th
isotopes in mineral spring water. J. Radioanal. Nuclear Chem. Letters.
212(4), 251-258.

[(11] WHO/SDE/PHE/01.1. (2001). Depleted Uranium, sources,
exposure and health effects. WHO, Geneva.

10



[12] Reimann C. et al. (1996). Radon, fluoride and 62 elements as
determined by ICP-MS in 145 Norwegian hard rock groundwater
samples. The Science of the Total Environment. 192,1-19.

[13] Austin, A. L. et al. (2000). A biokinetic model for alpha-emitting
bone surface-seeking radionuclides in the mouse skeleton. Radiat.
Prot. Dosim. 92, 233-238.

[14] Austin, A. L. et al. (1998). Microdosimetry for leukaemogenic target
cells for bone-incorporated alpha-emitting radionuclides. Radiat. Prot.
Dosim. 79, 391-394.

[15] Austin, A. L. et al. (1999). Temporal change in microdosimetry to
bone marrow and stromal progenitor cells from alpha-particle-emitting
radionuclides incorporated in bone. Radiat. Res. 152, 538-542.

[16] Austin, A. L. et al. (2000). Microdistribution and localized dosimetry
of the alpha-emitting radionuclides **Pu, *Am and **U in mouse
femoral shaft. int. J. Radiat. Biol. 76, 101-111.

[17] Stevens W. et al. (1980). The distribution and retention of
hexavalent **U in the Beagle. Radiation Research. 83,109-126.

[18] NCRP report. No 117 (1993). Research Needs for Radiation
Protection.

11



CAPITULO Il. OBJETIVOS.

Como o urdnio estd normalmente presente na dgua e nos alimentos
em pequenas quantidades, e acumula-se preferencialmente em ossos, a
motivagao deste trabalho reside em que sua incorporacgdo diaria é
considerada ingestdo cronica a baixas doses, constituinde um fato mais
comum do que tem sido considerado.

O propdsito de nossa pesquisa é entdo obter informagdes que
contribuam para melhorar a compreensdo do metabolismo do urinio em
animais, e facilitem a extrapolagéo a humanos, permitindo calcular doses
devidas & incorporacéo crdnica de radiagdo com alto LET, e com atividades
suficientemente baixas para que simulem ingestio diaria em niveis
ambientais.

Para atingir esse propdsito estabelecemos os seguintes objetivos de
ordem metodoldgica.

Il. 1 - Objetivos gerais:

a) Quantificar a concentragdo de uranio em ossos de Beagles e ratos
Wistar.

b) Estudar a dependéncia temporal da concentragdo de uranio no
0S$S0.

c) Avaliar possiveis riscos radiobiolégicos.

Il. 2 - Objetivos especificos:

a) Obtengéo experimental da “topografia” da distribui¢@o de uranio em
cortes transversais de fémures de Beagles.
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b) Calculo de microdoses ao longo da estrutura transversal dos
fémures.

c) Avaliagdo do efeito dos “hot-spots”.
d) Determinar o coeficiente de transferéncia para baixas doses.

e) Discutir a questdo referente a contaminagdo ambiental devida ao

uso militar de uranio empobrecido no Golfo Pérsico e nos Balcans.

Desta forma, o trabalho encontra-se dividido em cinco capitulos e trés
anexos.

As tabelas e figuras sdo numeradas por ordem de citacdo e as
referéncias apresentadas por capitulo.
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CAPITULO Hll. Descricdo do experimento.

O estudo da incorporagfo de uranio em orgdos é descrito na literatura
através de experimentos com animais aduitos e até com humanos [1-6]. Tais
experiéncias envolvem situagbes de incorporagdo aguda, bem como altas
doses de radiagdo, e seus resultados sdo usados para estudos de avaliagao
de risco na saude, realizando extrapolagées para baixas doses ou para
incorporagdes cronicas. Contudo, na fase de crescimento de um organismo
altera-se nao s6 a absorgdo de qualquer substancia pelo trato gastrointestinal,

assim como também se alteram as conclusdes derivadas de tais experiéncias,

Por isso, com o objetivo de elucidar as principais duvidas sobre
biodistribuicdo de urénio no esqueleto planejamos dois experimentos, com
relativamente baixos niveis de incorporagéo, situagéo esta que simula um
cenario comum de vida, durante a fase de crescimento do animal. Um desses
experimentos foi executado com ratos da raga Wistar na Faculdade de
Veterinaria da UNESP, em Aragatuba, e o outro com cies Beagles no
Laboratério UNITOX da Faculdade de Biomedicina da UNISA, em S3o Paulo.

lll.1 Dopagem de uranio em ratos Wistar.

Quinze ratos Wistar, com 15 dias de idade e peso aproximado de 25-30
g, foram isolados em 7 gaiolas metabdlicas, formando 6 grupos de dois
animais cada, e um tltimo grupo com 3 animais.

Os ratos do primeiro ao sexto grupo foram dopados com uma solugdo de
nitrato de uranila, misturada diariamente ao alimento nas seguintes
concentragdes (em partes por milh&o): 0,5; 2; 10; 20: 50 e 100 ppm.

O sétimo grupo ou grupo de controle, sé recebeu racao.
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Os animais foram controlados e mantidos em condigées de fotoperiodo
natural, recebendo uma racéo enriquecida em 12 mg de calcio, 10 mg de ferro,
60 mg de manganés, 2 mg de cobre, 50 mg de zinco, 2 mg de i6do, 0,1 mg de

selénio e 10 mg de anti-oxidantes (por kg de ragéo).
Foram adotados os seguintes procedimentos durante o experimento:

1. Controle diario do consumo de ragéo, assim como controle do peso do
animal.

2. Coleta e analise de urina e fezes, procurando observar qualquer
variacdo néo esperada na concentracdo de proteinas, pH, ou presenca
de sangue oculto na urina, parametros estes que se consideram
indicativos de faléncia renal ou de efeitos toxicolégicos severos.

3. Avaliagéo frequente de outras caracteristicas.

Os animais foram sacrificados por decapitagdo ap6és um periodo
experimental de 60 dias, quando alcan¢aram a maturidade.

Apds a necropsia, os 6rgéos (incluindo amostras de fémur - figura 3.1)
foram pesados-e segregados em laminas de aluminio, para serem mantidos a

temperatura de aproximadamente -20 °C até seu processamento inicial.

Figura 3.1 Amostras de ossos tomadas de ratos wistar.

Amostras de fémur
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Em concordancia com o protocolo inicial do experimento, todas as
amostras provenientes desta experiéncia seriam analisadas através da técnica
de fragmentos de fisséo, e deveriam ser misturadas aos pares (aquelas
provenientes de um mesmo grupo), exceto no caso do grupo de controle que
tinha trés animais. Assim, as amostras de todos os orgaos foram incineradas a
temperatura de 500 °C, durante 4 horas, com posterior dissolug@o em solugéo
de acido nitrico a 2%. Amostras de cada 6rgdo em forma de solugéo foram

enviadas ac LAL do [FUSP, para serem analisadas usando técnicas nucleares.

[ll.2 Dopagem de uranio em cdes Beagles.

Sete cées da raga Beagle com trés meses de idade e peso aproximado
de 5 kg foram alimentados com ragdo FOXY, apresentando as seguintes
caracteristicas nutricionais: 21% de proteina bruta, 8 % de extrato etéreo, 4 %
de matéria fibrosa, 10% em minerais, 1,8% de célcio, 1% em fésforo, 17 % em

proteinas de origem animal e 1,7 % de acido linoléico.
Os cées foram classificados em trés grupos:

Grupo | - grupo de controle, com trés cies: sé recebeu ragao FOXY.

Grupo II, com um céo: recebeu diariamente em jejum, durante 279 dias,
um biscoito de ra¢do dopado com 12 mg-U /d (em adiante sera nomeado este
grupo como grupo de 20 ppm).

Grupo lll, com trés cées: também recebeu em jejum ragcdo dopada com
uranio durante 279 dias, correspondendo sua ingestao a 60 mg-U/d (grupo de
100 ppm).

A concentragdo expressada em ppm corresponde a quantidade de U

relativa & massa total de alimentos ingeridos (ragéo + biscoito).

Os estudos de absorcdo de uranioc em animais indicam que a

incorporagdo pela circulagdo sistdémica depende da forma quimica do
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composto utilizado e das condigdes em que é administrado [7-10]. Assim,
animais que ndo tenham sido alimentados previamente absorvem melhor que
animais que ja o foram. Do mesmo modo, se sabe que a absorgéo decresce
com o decremento da solubilidade do composto quimico [11]. Portanto, a
administragao de um biscoito dopado com uranio aos cies em jejum, garantiu

a maxima absorgao e o controle da massa de uranio na ragdo administrada,

Por outro lado, trabalhos desenvolvidos principaimente na década de 80,
analisados e resumidos pelo Task Group do ICRP, estimam que a absorgéo de
uranio pelo trato gastrointestinal esta na faixa de 0,02 e 2 % da quantidade
ingerida [11].

Durante 279 dias, com freqiiéncia quinzenal, os seguintes procedimentos
foram verificados:
1. Avaliagdo das condigBes clinicas do animal (temperatura, peso,
comportamento, etc).
2. Controle e analise de urina e fezes com o objetivo de observar possiveis
variagdes no pH, concentragdo de proteinas ou sangue oculto na urina,

que podem ser indicadores do alto poder toxicolégico do uranio.

Alem desses controles, foram colhidas amostras (via inciséo cirdrgica)
correspondentes & falange do primeiro dedo da pata dianteira, aos 82 e 180
dias de iniciada a experiéncia, com o objetivo de determinar o contel(do de
uranio nesses 0ssos.

Apos um periodo de 279 dias (equivalente ao primeiro ano de vida), os
caes foram anestesiados e sacrificados através do método de sangria. As
necropsias ocorreram imediatamente apds o sacrificio. Orgédos e ossos foram
removidos, classificados e pesados. As amostras foram conservadas em

bolsas plasticas a temperatura adequada (- 20 °C) até o processamento.
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lll.3 Preparacao de amostras de ossos.

As peculiaridades do tratamento de amostras de ossos sdo ditadas pelas
técnicas de medigdo adotadas para as andlises.

Como & explicado no Anexo B, a técnica de fragmento de fissdo &
conveniente para a andlise de amostras bioldgicas por apresentar um limite de
deteccéo baixo (~ ppb), mas requer alvos suficientemente finos e homogéneos,
quando tratar-se de quantificar,

Mas, como ja foi comentado no item Iil.1, tinha-se planejado analisar as
amostras de ratos, usando a técnica de fragmentos de fisséo, especificamente,
usando amostras em forma de solugdes e depositando estas sob laminas de

Makrofol E. Este método é conhecido na literatura como método seco [12).

Ocorre que conseguir um alvo fino, homogéneo e n&o higroscépico, no
caso de 0sso, € um procedimento que exige algumas separagbes quimicas e
material apropriado para esse fim. Portanto, foi considerada a possibilidade de
realizar a quantificagdo usando a técnica de andlise por ativagdo neutrdnica
instrumental (AANI) (ver anexo A), que permite usar alvos sélidos.

Assim, as solugBes de 0ssos obtidas da experiéncia com ratos (~10 m! de
solugdo de diferentes concentragdes de urdnio) foram evaporadas pela
segunda vez, num forno doméstico a temperaturas entre 150 e 200 °C, durante
aproximadamente 3 horas. A massa recuperada de 0ssos apés a desidratagdo
foi incinerada em um forno a 900 °C, durante 3 horas também. O objetivo da
incineragéo a essa temperatura foi garantir a degradagédo do material organico
contido nas amostras. O material recuperado (cinzas) foi pesado (peso seco
das amostras de 0ss0s).

Aproximadamente 100 mg de cinzas de cada amostra foram utilizadas na

andlise via ativagdo neutronica (AANI — ver Anexo A), medindo as linhas

gamas do **Np, formadas pela reacéo:
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As trés linhas gamas do “*Np foram medidas com um detector de
Germanio de 75 cm® de alta resolugédo (FWHM<1,87 keV para a linha de 1,32
MeV do *°Co).

No caso do tratamento de ossos correspondentes a cées, foi necessario
primeiro utilizar uma solugdo de peréxido de hidrogénio a 40 % para tirar o
excesso de carne. Depois de limpas, as amostras foram secadas usando
lampada infravermelha, para facilitar sua incineragédo ou corte. Este material foi
totalmente tratado no laboratério de quimica do departamento de Fisica
Experimental do IFUSP.

O procedimento “corte” ou “incineragao” refere-se ao tratamento dado as
amostras para cumprir com os objetivos tragados no Capitulo |
(microdistribuigao e distribui¢cio temporal, respectivamente), portanto, depende

da técnica experimental usada para a analise.

Desta forma, antes de se proceder 3 incineragdo, foram feitos cortes
transversais de fémures de Beagles, correspondentes ao chamado colo
femoral, para serem colocados entre Iaminas de Makrofol E. O objetivo deste

procedimento foi obter a microdistribuigdo de uranio usando a técnica (n,f).
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l1.3.A- Preparacdo de amostras de 0sso para uso em reacgdes

(n, /).

Tendo-se em conta a técnica de registro de tragos de fissdo descrita no
Anexo B, secgdes transversais (figura 3.2) do colo femoral de Beagles (regido
da epifise), de aproximadamente 1,5 — 2 mm de espessura, foram cortadas e
colocadas entre léminas de Makrofol E de 200 um (trés cortes por fémur para
cada cdo), para serem irradiadas durante 5 min de acordo com o arranjo
experimental mostrado na figura 3.3, na posicdo EIRA-24B do reator IEA-R1, a
um fluxo de 1,23(13).10" n/cm® s (quando o reator opera a 2 MW de poténcia),
durante 5 minutos.

Figura 3.2. Corte transversal de um osso longo.
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Figura 3.3. llustragé&o do arranjo experimental usado para irradiacéo de
amostras do colo femoral de Beagles (colocado na posigéo de irradiacéo EIRA
24B do reator do IPEN).

— P> Makrofol E

Corte de osso

Apéds a irradiag@o, as laminas de Makrofol E (duas por amostra) foram
reveladas em solugéo de 1M de hidroxido de potassio (KOH) a 65 °C em
banho térmico, durante 7 min, secadas e montadas para serem lidas num
microscopio optico de projecdo. A melhor resolucdo de imagem conseguiu—se
com lente de 63x de aumento, que permitiu contar o ndmero de tracos
induzidos: por fiss&o com o escaneamento de campos de 0,18 x 0,18 mm?, os
quais definiram a resolugéo da microdistribuicdo de urénio em osso, que

denominaremos “Topografia do urénio”.
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I11.3.B- Preparacéo de amostras de osso para uso em reagoes

(n, y).

Foram calcinadas durante um periodo de 4 horas a 900°C, sendo a seguir
pulverizadas e homogeneizadas, as seguintes amostras de ossos: cabeca de
fémur + parte inferior desse osso (amostras tipo 1), vértebras (amostras tipo
1), medula 6ssea (amostras tipo Ill), cortex femoral ou parte calcificada do
fémur (amostras tipo IV) e metacarpo + falanges (amostras tipo V), e

somente fémur no caso de ratos.

Amostra tipo IV

Amostra tipo I1

Amostra |
tipo ITT
B
Amostra
tipo I
Amostr R s
tipo V 'dﬂmes

No caso de ratos as cinzas foram misturadas aos pares (exceto o grupo
de controle constituido por trés ratos). No caso de Beagles foram processadas
individualmente tanto amostras provenientes de um mesmo cdo, quanto

amostras procedentes de diferentes caes de um mesmo grupo.
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Para medir a concentragdo de uranio (ratos e cées), aproximadamente
100 mg de cinzas de cada amostra foram seladas e pesadas em envelopes de
polietileno. Cada amostra foi pesada com desvios da ordem de 0,71 mg, que
provocaram erros relativos nas massas das amostras inferiores ao 0,8%.
Aliquotas de solugdo padrdo de U de 50,29(15) p! de volume (com certificado
da SPEX CERTIPREP, INC. no Anexo C), com concentragdo bem conhecida
(102,0(22) ug-U/ml), foram pipetadas em papel de filtro tipo Whatman n° 40 de
1 cm®, e secadas em lampada infravermelha. O padrio também foi selado em

capsula de polietileno para ser irradiado, simuitaneamente com um limitado

numero de amostras, na mesma posigao de irradiagéo.
Procedimentos de preparacio do padrio.

Partindo de uma solugéo de 1003 ug-U/ml foi tomado com um pipetador
automatico, um volume de 2,54(2) ml que foi diluido em agua destilada até
completar um volume de 24,92(48) ml, num baldo volumétrico adequadamente

calibrado. Este procedimento gerou um erro na nova concentragéo do padrdo
de 2,2%:.

Irradiacgido.

Todas as amostras foram colocadas dentro do coelho de irradiagdo
envolvidas por um cilindro de Cd de 1 mm de espessura.

Os invdlucros (coelho) contendo entre 6 e 7 amostras, incluindo um
padrdo em cada coelho, foram irradiados durante 8 horas com néutrons nas
proximidades do nucleo do reator do IPEN, com fluxo de 2.1013n/cm2.s,
(operando a 2 MW de poténcia). Este é um reator de tipo piscina, de 5 MW,
com elementos combustiveis do tipo MTR (Material Testing Reactor),
compostos por 20 placas planas paralelas, contendo uma liga de U-Al. A figura
3.4 apresenta um esquema simplificado da disposicdo dos elementos
constituintes do ntcleo do reator.
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Apds a irradiagéo cada amostra foi medida utilizando um espectrémetro
gama (Modeio GEM 20190-P), montado numa camara de baixo fundo blindada
com Pb do Laboratério de Andlise de amostras ambientais e bioldgicas da
divisdo de CRPq do IPEN. Este laboratério estd devidamente certificado (1SO-
9002) para estes fins. O sistema espectrométrico é conhecido como sistema
TRUMP,

O detector, que possui um cristal com didmetro de 57,6 mm, operou com
uma voltagem de 2100 V (com polaridade positiva) e um ampiificador 672 (FG=
1,3; CG= 20) da ORTEC em modo de empilhamento de pulsos.

Amostras e padroes foram medidos na mesma geometria de detecgdo,
usando um suporte tipo degrau (prateleira 00, figura 3.5). As atividades das
amostras foram determinadas usando o Método Relativo de AANI (anexo A).
Amostras correspondentes ao primeiro dedo para t=82 e t=180 dias,
juntamente com o padrao correspondente a essa irradiagdo foram medidos na
prateleira 01 (figura 3.5), afastados do detector, para que a corre¢ao por
angulo sdlido no caso deste tipo de amostras fosse inferior ao 3 %. As medidas
foram feitas apdés uma média vida de decaimento do 239Np. O tempo de
medida para cada amostra oscilou entre 1 e 6 horas. Os erros relativos na
determinagéo da atividade dos padrées foram inferiores também ao 1%, em
todos 0s casos.
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Figura 3.5. Esquema do detector com a geometria usada.
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CAPITULO IV. Resuitados e discussio.

IV.1. Ratos.

IV.1.A- Concentracdo integrada no tempo e diferenciada
nas doses.

O objetivo principal deste experimento foi estudar pela primeira vez a
distribuico de uranio em ossos de ratos, submetidos & incorporagédo crénica
controlada de urénio, em concentragdes crescentes a partir de niveis iguais
aos encontrados no meio ambiente, e conseqlientemente na cadeia alimentar,

durante toda a etapa de crescimento do animal.

Para a quantificagdo de U foram irradiadas total de 21 amostras de
fémures (uma amostra e duas réplicas), acondicionadas em invélucros de

cadmio.

Os espectros foram analisados com o programa VISPECT?2 [2] e o calculo
das concentragGes foi feito com o programa ESPECTRO [3]. As concentragdes
reportadas referem-se as médias das trés réplicas, usando as trés linhas do
Np239

Na tabela 4.1 sdo mostrados os resultados, expressados em ug de U por

Kg de cinza e por unidade de peso Umido das amostras, como fungéo da dose
de U administrada. Aqui foi considerado que 1 Kg de peso Umido de osso &
igual a 0,350 Kg de peso de cinzas.
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Tabela 4.1. Concentragdes de U em ossos de ratos.

Dosagem Consumo C - cinzas C - Umido
[ppm] diario [ug-U/kgl | [pg-U/kg]
[ug-Urd]
0 0 - -

0,5 24 127(14) 44,3 (66)

2 100 184(18) 64,4(90)

10 530 312(17) 109(12)

20 1110 315(29) 110(15)

50 2800 794(45) 278(32)
100 5200 1525(49) 534(56)

Na figura 4.1 mostram-se os resultados para a concentracio de U em ossos de

ratos Wistar C (amostras Gmidas) junto aos resultados obtidos no trabalho [1]

para outros Orgéos de ratos. A curva desenhada é para “guiar os olhos”,

destacando assim o comportamento diferenciado nas doses.
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A acumulagdo dssea de U (figura 4.1) exibe um comportamento
hiperbodlico, como na maioria dos processos bioldgicos, para incorporagbes
inferiores a 20 ppm, destacando-se uma inflexao nesse valor, e acima dele o
comportamento é linear crescente. O mesmo comportamento foi observado

para os demais 6rgaos, exceto o intestino.

E importante esclarecer que a quantificagdo de urénio para outros érgéos,
tomada da referéncia [1], foi feita usando a técnica de registro de tragos de
fiss@o (Anexo B), enquanto que o osso foi medido usando AANI (Anexo A). Isto
permite inferir que a “irregularidade” observada em 20 ppm ndo esta

relacionada com a metodologia experimental usada.

Para interpretar a mudanga no regime de acumulagéo consideremos o

seguinte:

1. O uptake de minerais na matriz 6ssea é fungdo da afinidade do
metal com a matriz extracelular e também da concentracdo desse
metal no plasma.

2. Por outro lado, quando o metal interage com as células do 0sso
seu metabolismo pode modificar-se, ja que essa “transferéncia”
altera a fungdo de osteoclastos e osteoblastos. Um exemplo
esclarecedor deste comportamento é mostrado pelos fosfatos,
compostos constituintes da parte mineralizada do osso, que do
mesmo modo que carregam Ca e outros metais ao 0sso, também
séo inibidores da fungéo dos osteoclastos, visto que sua valéncia
(fésforo) muda com o pH do meio.

3. Nestes processos de regulagdo e/ou transporte intervém trés
sistemas de 6rglos: o trato intestinai (onde se produz a
reabsorgdo), o esqueleto (que é o depdsito fundamental) e os rins
{filtro).
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Portanto, uma explicagdo coerente para a modificagdo do regime de
acumulagao observada na vizinhanga de 20 ppm, poderia encontrar-se nos

resultados das andlises clinicas e exames laboratoriais, a seguir discutidos.

IV.1.B- Resultados das analises clinicas e exames

laboratoriais.

* A urina coletada nos Ultimos 15 dias da experiéncia, dos ratos
pertencentes aos grupos de 50 e 100 ppm-U, ficou visivelmente
mais escura que aquela procedente de animais de outros grupos;
porém, os exames laboratoriais revelaram que o pH, a
concentraga@o de proteinas, nitratos, bilirrubina, urobilinogéneo e a
presenga de corpos cetbnicos, estavam dentro da faixa
considerada normali.

» Também se observou que os dois grupos de maior concentragio
de U mostraram mais agressividade, o que é considerado um
indicador de toxicidade.

+ Foi encontrado sangue nas amostras de urina dos grupos
alimentados com 20, 50, e 100 ppm-U em exames feitos no Gltimo
tergo do periodo experimental, em concentragdes de 50 glébuios
vermethos/ul, aproximadamente.

Este fato revela provaveis lesdes nos tlbulos renais, causadas por
exposigdo do limen tubular e/ou capilares peritubulares,

* Em compensagé&o, durante todo o periodo experimental os animais
ganharam peso, considerando-se seu desenvolvimento normal
para ratos Wistar.

Como a diminuigdo de peso do animal também pode ser
manifestag@o do efeito severo da toxicidade, essa possibilidade foi
descartada.
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Desta forma, pode concluir-se que a inflexdo na fungdo de acumulagéo
em 20 ppm € o resultado da passagem do regime de tendéncia a saturagio
para outro de crescimento linear, provocado por lesdes de origem toxicolégica

em tins (vide acima). Isso sugere a seguinte explicagéo:

1. osrins passaram a filtrar menos uranio;

2. em decorréncia, a concentragdo de U aumenta na circulagio
sistémica consideravelmente; e

3. assim, maior quantidade de U é transportada aos orgéos, fazendo

com que a acumulagao cresca linearmente com a dose.

IV.1.C- Coeficiente de transferéncia.

Um dos objetivos deste trabalho é conseguir extrapolar aos humanos os
resultados de incorporag&o crénica obtidos em animais. Para isso € apropriado

definir uma outra grandeza denominada Coeficiente de Transferéncia.

Este termo ¢ usado para descrever a fragdo da concentragdo do
radionuclideo que passa ao compartimento objeto de andlise, quando se esta
em equilibrio com uma taxa de ingestdo constante do radionuclideo. Suas

dimensdes entéo sdo consistentes com unidades tempo/massa.

Formalmente, no caso de considerar sé o compartimento osso:

dC(A,1)

m—zyA_ﬂmC(A,t) (1)
dt

onde C(A,t) € a concentragdo de U no drgdo , medida em [g-U/kg] no tempo t.

O uitimo termo da equagéo representa a perda de U do compartimento osso

por depuragao metabdlica, unicamente.
A(t) é a taxa de ingestdo do contaminante medida em [g-U/d], e ya fragédo

de U que é absorvida pelo 0sso.

33



A equagdo (1) € uma equagéo diferencial linear de primeiro ordem, cuja

solugdo formal é:

C)=y e[ & A(r)dr, 2
0

no caso de considerar a condigéo inicial de n&o existir uranio no compartimento

0sso para t=0. Para uma taxa de ingestéo constante A:
C(t) =2 A1 -
(1) = 7 (1-e"), (3)

Parat — o, C{t) se aproxima rapidamente do equilibrio, obtendo-se C, =

(yAL2)=/ A, onde /=11 é o coeficiente de transferéncia.

O coeficiente de transferéncia para o uranio é facilmente determinado
pela relagido /= C/A, onde C = C, é a quantidade de U medida no osso por
unidade de peso Umido, no equilibrio, e A é a quantidade de U incorporado

diariamente pelo animal (intake didrio).
Os resultados da tabela 4.2 e da figura 4.2 correspondem a um tempo t=

60 dias (fase adulta do animal), onde se espera tenha ocorrido a saturacéo

(C(1)—C,). Para o cdlculo foi considerado um erro de 10 % no intake.

Tabela 4.2 Coeficiente de Transferéncia da dieta ao osso.

Dosagem Intake C - umido f
[mg-Ulkg] | diario [ ng-U/ kg] [d/kg].
[1g-U/d]
0,5 24 44,3 (66) 1,85(33)
2 100 64,4(90) 0,64(11)
10 530 108(12) 0,206(31)
20 1110 110(15) 0,099(17)
50 2800 278(32) 0,099(15)
100 5200 534(56) 0,103(15)
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Para conseguir extrapolar a humanos é conveniente obter uma fung¢éo
que ajuste tais dados até incorporagdes de 20 ppm, visto que acima deste
valor foram observadas modificagdes no regime de acumulacdo, devidas as

lesGes renais de origem toxicoldgica.

2.4
“1 24 T v T ¥ T T ¥ T
204 : * Pontos Experimentais
7 -+ Ajuste 20,0(14)x A 17
1.6+ N
1,6
31.2- -1
[ 1,2 é o8 . s
X 81 :
3 3
— 04 -
00 T T T 3 T
. ¥ 5 10 15 20
A [ppm]
0,4
- :
0,0 | ALR A LA AL N R AR SNLA N AN RN AN R S |
¢ 10 20 30 40 60 60 70 80 90 100 110
A (intake)
[Ppm]

Figura 4.2 Comportamento do coeficiente de transferéncia em osso. A curva é
apenas para guiar os olhos, mas no “insert” a curva é resultado de

ajuste.

A tendéncia a saturagéo € claramente mostrada na figura 4.2 para A< 20
ppm, onde o coeficiente de transferéncia decresce com o aumento de A. De

fato, uma vez que /= C/A, aumentos em A levando a pequenos aumentos em

C na saturagéo, resultam em fdecrescente com A.
Portanto, se propée para C uma fungdo hiperbdlica, da forma C=aA®,

conforme discutido acima, onde A é o intake expressado em ng-U/d e ae b

séo parametros a ajustar,
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Assim, /= C/A=a A>'

Do ajuste dessa expressdo aos pontos experimentais mostrados no
grafico inserido na figura 4.2 obtivemos a=20,0(14) d/kg e b-1= -0 ,745(34),
com um xee= 0,27 & uma probabilidade de 76,4%.

Agora, observemos os seguintes dados reportados em [4]. Os autores,
tentando determinar a quantidade de U presente na agua potavel consumida
por trés grupos populacionais nos Estados Unidos, acharam quantidades que
excedem 8, 15 e 30 ug-U/l para cada grupo, respectivamente. Supondo um
consumo de agua de 1,5 l/d no inverno e 3 I/d no veréo, teremos uma ingestio
media de 12; 22,5; e 45 ug-U/d no inverno, ou de 24, 45 ¢ 90 ug-U/d no veréo,
respectivamente.

Do mesmo modo, um ievantamento feito na antiga URSS [4] reportou
um contetido de uranio na agua de até 212 ng-U/l, gerando taxas de ingestéo

diaria de uranio de 318 e 636 ng-U/d, no inverno e no verso, respectivamente.,

Usando a fungéo ajustada, notamos que para um intake diario de 12 ug-
U/d, a fragdo diaria em equilibrio com essa taxa de ingestdo constante
incorporada por kg de osso (/) € 3,13 d/kg; isso implica um uptake no osso de
37,5 ug-U por kg de peso umido. No caso de 45 ng-U/d, o coeficiente de
transferéncia sera 1,17 d/kg obtendo-se um uptake de 53 ng-Ulkg-umido de

08s0. A discusséo do ponto de vista radiobiolégico é apresentada abaixo.
A figura 4.1 entdo mostra que a acumulacédo é mais efetiva para baixas
concentragées de U no alimento do que para altas, fato este methor observado

no coeficiente de transferéncia.

O coeficiente de transferéncia corresponde a uma medida da eficiéncia

de acumulaggo de U por um determinado orgéo. Usando o uitimo exemplo
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discutido acima, em que /<1,17 d/kg, verificamos que para cada ug de U
ingerido por dia, acumula-se 1,17 ug-U por kg de 6rgdo. Para baixas doses
observa-se que para a mesma ingestdo unitaria (1 pg-U/d) muito mais uranio

acumula-se no érgéo
IV. 1.D- Implicacdes radiobiolégicas.

O significado radiobiolégico das concentragtes reportadas na tabela 4.1
pode ser avaliado pela relagdo da dose absorvida (D) no tecido com a fragéo

de celulas que sobrevivem (S) (ver tabela 4.3).

Como o conteldo de uranio no esqueleto foi determinado com base em
concentragOes médias, a estimativa das doses dependera da atividade integral

no aivo.

A dose média no tecido é definida por;:

st .q,(t)dt
D=, (4)
My

onde my & a massa do érgéo analisado,

er € a energia transferida por cada particuia o ao tecido, e

dN
qa(r)=§;=ﬂa-NA, (5)

sendo A, a constante de decaimento das particulas o, e
N, o numero de nuclideos radioativos no érgéo aivo.
Para o ***U a atividade integrada no tempo sera:

my,
t)=——ro 238 N
q. () 238 U 0, (6)

238

Resultando que a atividade equivalente de 1ug-“"U é igual a 0,012Bq.

Supondo que uma célula estrutural tipica é um cilindro de

aproximadamente 60 pm de altura, 35 um de diametro e densidade 1 g/cm®, e
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que uma particula alfa de energia média entre 4 @ 56 MeV pode deixar sua
energia em 4 células estruturais, obtemos que Amr=2,6.10" g, sendo Amy a

fragcdo da massa do alvo que absorveu a energia de uma particula alfa,

Seguindo tais consideragdes foram calculadas as taxas de doses que sdo
mostradas na tabela a seguir:

Tabela 4.3. Estimativas para as doses absorvidas em osso de ratos.

U dosagem Dose
[ppm] absorvida S

[Gy/d]

0,5 1,3 0,74

2 1,9 0,40

10 2,4 0,25

20 2,7 0,18

50 8,9 0,0004

100 17,1 1x10”

Para se ter uma idéia do significado dessas taxas de doses,
comparamos com alguns resultados para dose aguda da literatura, [6,7].
Nessas referéncias se reportam taxas de doses criticas para humanos entre
0,5-1 Gy/d, que séo suficientes para que a taxa de morte celular na linha
eritropoiética da medula éssea ndo seja compensada pela taxa de nascimento
celular.

Na realidade, o tecido dsseo estd composto por duas populagdes de
celulas proliferativas ou indiferenciadas, tais como as hematopoiéticas ou
“stem cells”, e as progenitoras do osso (osteoblastos).

Experimentalmente, como resultado de irradiagdes in vitro ou in vivo, é
possivel obter curvas de Sobrevida-Dose, mas também podem se obtidas
teoricamente supondo que existem zonas sensiveis (“alvos”) onde incide a
radiagdo, para que a célula morra ou perca sua fungdo. Dessa forma, so

descritos na literatura [8] diferentes modelos teéricos. O mais simples deles é o
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exponencial, segundo o qual a fragdo do nimero de células que sobrevivem é
dada por S( D) = €*®, onde k= 1/D, e Dy é a dose necessaria para reduzir a
sobrevida de um fator 1/e , (37%). Como uma populacéo de células pode estar
composta por duas ou mais sub-populagdes, cada uma se ajustaria a uma
exponencial. Entao,

S(D)= ae”‘”o+be"‘bn+..., onde a e b sdo as proporgdes das respectivas

sub-poputagbes no sistema objeto de estudo.

Portanto, supondo que todas as célutas sdo do mesmo tipo, e que a taxa
de dose critica Do=1 Gy/d [6), obtém-se os valores de S reportados na tabela
acima. Notem que, considerando uma taxa de dose de 1 Gy/d, ainda se estd
subestimando o dano, porque n&do se levou em conta a maior
radiosensibilidade de algumas células (“stem cells”), por outro lado estamos
considerando que o contetido de uranio no osso longo é o mesmo que o

contelido de uranio na medula e em outros tipos de ossos.

De qualquer forma, os resultados apresentados apontam para o fato de
que uma fragéo ndo desprezivel da dose esta sendo absorvida por células com
fungdes primordiais no tecido, o que se traduz num dano radiolégico apreciavel
(observar S). Este fato confirma a importancia que tem a absorgéo de baixas
taxas de doses.

IV.2 CAES .

IV.2.A- Macrodistribuicdo de Uranio em diferentes tipos de
0SSOS.

O experimento com cées atinge outros objetivos que sdo complementares
aqueles obtidos com ratos, como por exemplo, saber em que partes do
esqueleto o uranio se acumula, se a medula esta realmente protegida, e como
seria a componente temporal da deposicdo de uranio apés um periodo de

administragéo longo, cobrindo a etapa de crescimento do animal.
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Céaes Beagles sdo animais apropriados para experiéncias como estas,
porque possuem caracteristicas anatémicas e fisiolégicas similares aos

humanos [8].

Mas um experimento com Beagles é uma experiéncia cara. Portanto,
obter uma dependéncia temporal de urénio no esqueleto (ver figura 4.6} requer
geralmente o sacrificio dos animais. Para evitar isto, e mesmo assim conseguir
um efeito diferenciado no tempo sem que a agdo levasse ao sofrimento do
animal em alguma etapa, foi preciso tirar por incis&o cirdrgica o primeiro dedo
das patas dianteiras de cada cdo (dedo ergot) em diferentes instantes de
tempo (ver figura 4.4),

Figura 4.4. Identificagdo da amostra.

Primeiro
dedo

O fato de que essa terminagéo 4ssea seja representativa do tecido, foi
constatado pela anadlise comparativa com amostras de: cabega de fémur +
parte inferior desse osso (amostras tipo ), vértebras (amostras tipo 1),

medula 0ssea (amostras tipo 1ll), cortex femoral ou parte calcificada do fémur
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(amostras tipo 1V) e metacarpo + falanges (amostras tipo V), identificadas no

capitulo 11

Este tipo de distribuicio se conhece na literatura como
“macrodistribui¢édo”. Para cumprir com este objetivo foram entéo irradiadas um
total de 78 amostras. Os resultados obtidos aparecem graficados na figura 4.5.
Cada barra identifica o resultado da média de trés replicas que caracterizam

uma mesma amostra e o erro esta dado pelo desvio padrao externo.
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Figura 4.5- Macrodistribuicao de urénio em diferentes tipos de amostras de

0SSO0S.
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A figura 4.5 exibe uma distribuico ndo homogénea para diferentes partes
do 0sso. A cabega do fémur concentra aproximadamente a mesma quantidade
de uranio que as vértebras. Em compensacao, 0s conteldos de urdnio nos
ossos longos (amostras tipo IV e tipo V) representam 2/3 do contelido
encontrado nas vértebras para os cdes de 100 e 20 ppm, exceto para ¢ cao 21
onde o contelido de U na parte calcificada do osso longo é ¥2 do encontrado na
vértebra. Neste sentido é importante destacar que no experimento foi
controlada a massa de U que ingeria o animal diariamente, mas ndo a
concentragao de U no alimento.

Por outro lado, se verifica que néo existem discrepancias substanciais na
avaliagdo do conteludo de uranio em superficies de ossos (parte cortical do
0ss0) usando o primeiro dedo como amostra representativa. As quantidades
determinadas nesse tipo de amostras sdo equivalentes aos contetidos

achados nas amostras tipo IV e V, desde que estes sejam o0ssos longos.

IV.2.B Dependéncia temporal de uranio em ossos de cdes
em crescimento.

Na figura 4.6 mostra-se a concentragdo de uranio em ossos de Beagles
em fungdo do tempo de duragéo do experimento. Aqui t=0 corresponde a uma
idade de 3 meses dos cées. Os dados para os tempos t=82 ¢ 180 dias foram
obtidos usando os dedos ergots, enquanto que dados para t=279 dias
correspondem a amostras que caracterizam a superficie calcificada do fémur
(amostras tipo V), obtidas apés a necropsia. Todos os resultados obtidos com
0s animais do grupo de controle foram compativeis com concentracbes de

uranio iguais a zero (o limite de detecgéo corresponde a poucos ng-U/g).

Os resultados referentes ds amostras da parte cortical do fémur e
amostras de metacarpo e falanges, para os trés cdes alimentados com 100

ppm de urénio, se consideram compativeis. As pequenas diferencas
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observadas s@o devidas as flutuagdes metabélicas; por isso, considerou-se

favoravel trabalhar com a média desses dados.

Tabela 4.6 Quantidade de uranio acumulado, por g de cinza de osso.

Tempo [dias] Grupo de 20 ppm Grupo de 100 ppm
ng-Ulg ng-U/g
0 0,038(13) 0,038(13)
82 1,42(16) 2,72(27)
180 3,17(29) 4,74(62)
279 3,58(48) 8,50(50)
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Figura 4.6. Dependéncia temporal da acumulagéo de U em ossos de cdes em

crescimento.
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IV.2.C_Biocinética e processos de acumulacdo a longo
prazo

A auséncia na literatura de estimativas biocinéticas referentes a ingestéo
cronica de U motivou-nos desenvolver um modelo biocinético ad-hoce, tendo
como ponto de partida a equagéo de retencdo déssea do U em Beagles

proposta por Stevens et al. [9]. Essa equacé&o pode ser escrita como:

Rit)= f D, e™*

, (7)
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onde R(r) € a concentragdo do radionuclideo no fémur (ug-U/g), Do é a dose
Unica (injetada, ingerida ou inalada), f ¢ a fragdo de D, acumulada no fémur
diariamente, e 4 ¢ a constante de depuragéo bioldgica do radionuclideo. Aqui,

A é a vida média bioldgica.

Stevens et al. [9] determinaram 1" = 1800 dias para ***U hexavalente em
fémur de Beagle, depois de terem administrado uma injegdo de ~100 kBg-
*®Ulkg, que corresponde a ~0,25 ppm -2°U. E conveniente notar que a

atividade alfa do *®U & quatro ordens de grandeza maior do que a do **°U.

Nosso modelo biocinético considera que:

a) C, representa a concentragéo do radionuclideo (1g-U/g) no fémur,

onde o tempo de desenvolvimento da experiéncia foi parametrizado como

t=né , com n=012,.., e & é o intervalo de tempo entre duas doses

(6 =1 dia, neste caso),

b) f D, e uma constante ao longo de todo o periodo experimental.

A partir destas consideragbes e levando em conta a equacgéo 6, pode

estabelecer-se o seguinte sistema de equagdes
¢, = fD,
C=f Doe-/w +f D,
C,=fDe™+fDe™+fD,

C,=f Doie"m
=0}
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A idéia central desta aproximagdo é simples: a concentracdo do

radionuclideo no ¢rgéo , C,, para o tempo ¢ =nd , é igual & fracdo da dose
diaria f-D, mais a concentragdo para o tempo t={(n-1) C,.,, multiplicada
pelo fator de depuragéio ¢ (ver eqn.6), ou seja, C, =C, e+ f D,. O que

significa que incorporagéo crénica estd sendo tratada como a suma de n
eventos discretos de ingestao aguda de uranio.

Expandindo-se ¢ obtém-se da eqn. 7

(9)

" 292 22 :3 13 o3
c, :f-D0+f-D02(I-i/15+E Ao ’165 +J
i=i

Mas, zizén(tr%l) e ) =”(”+1)6(2”H) ; portanto,
=1 =1

unﬂ.5+/’352n(2n+1)_ )
5 ol

C, =(n+1)f-D0[1 12

/

A aproximagd@o estabelecida considera f D, igual a uma constante,

embora variagbes substanciais de f possam ocorrer quando o animal ainda é

jovem.

As bandas mostradas na figura 4.6 foram obtidas a partir da eqn. 9
usando A™' =1795 dias, como obteve Stevens et al. [9]. Neste caso, como
tnax=280 d, podem ser usados somente termos de primeira e segunda ordem

da egn. 8.

Usando ¢ =82 dias obteve-se diretamente o valor de f - D, , sendo igual a

0,016 png-U/g e 0,029 pg-U/g para os grupos de 20 ppm e 100 ppm,
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respectivamente. Este procedimento gerou incertezas entre 5 e 7%,
representadas por bandas mostradas na figura 4.6. A concordancia dos

calculos com os dados experimentais € muito boa.

Devido a vida média longa de depuragéo (1" = 1800 dias), a acumulacéo
de U, C(z), ¢ linear até ¢ = 500 dias, e a saturagéo é prevista pelo modelo para

acontecer em ¢ = 3000 dias (ver quadro inserido na figura 4.6).

IV.2.D- Microdistribucdo de uradnio em seccgles

correspondentes ao colo femoral de Beagles.

Os tecidos que constituem o esqueleto, apesar de sua aparéncia inerte,
apresentam vitalidade e capacidade de neoformagido ou remodelagéo. Isso
significa que os tecidos mineralizados mantém relagido com as células que os

formaram.

Revisando alguns conceitos de biomineralizagdo podemos dizer que o
processo de mineralizagao nao consiste apenas na combinagdo dos ions célcio
e fosfato na matriz organica (colageno fundamentalmente) sob a forma de
fosfato de calcio, ele é o resultado da interagédo de muitos fatores bioldgicos e
fisico-quimicos que agiram estimulando ou inibindo esse processo altamente
compiexo.
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Figura (a)- Corte do osso em formacao, onde sé&o indicados os cristais de
hidroxiapatita na matriz ndo mineralizada.

Geralmente, os cristais de hidroxiapatita nos tecidos duros ndo tém
estrutura perfeita, pois mostram consideraveis variagdes na sua composigao,
(possuem caracteristicas de uma apatita deficiente em caicio) embora sua
férmula basica seja Caio(PO4)¢OH,. Por isso alguns outros ions (carbonato,
citrato, sddio, magnésio, potéssio, cloreto e quantidades variaveis de flGor e
outros elementos) séo também associados a hidroxiapatita. Uma vista ao
microscépio destes cristais (figura b) mostra que existem fragmentos
citoplasmaticos (sitios de nucleagéo) contendo cristais de mineral na mattiz
orgénica da cartilagem em calcificagdo. Essas estruturas arredondadas estdo
envolvidas por uma membrana idéntica a membrana plasmatica, e s&o
denominadas vesiculas de matriz.
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Figura (b)- Exemplos de vesiculas, contendo quantidades varidaveis de

mineral (setas) que formam os cristais de hidroxiapatita.

Em partes do osso onde existe muita cartilagem, como é o caso da
epifise (zona onde foi tomado o corte transversal do osso) as vesiculas de
matriz sdo detectadas faciimente.

Qervice de Biblinteca ¢ Informagao
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Figura (c) - Mostra as vesiculas da matriz, onde primeiro séo visualizados

0s cristais no processo de mineralizagao.

Yilkirila:
Gltges

E o mais importante, essas vesiculas de matriz se originam nas prdprias
células produtoras da matriz organica, isto é nos osteoblastos, e ficam como
estruturas independentes na matriz. Portanto, € de se esperar que a
distribuicdo de qualquer outro mineral acontega seguindo esta via, sempre que

0 0850 seja imaturo.

A composigdo das vesiculas da matriz inclui uma série de moléculas,
muitas das quais tém relagcdo com o processo de mineralizagdo, como por
exemplo, a fosfatase alcalina, que libera ions fosfatos e, como ja foi dito
podem intervir no processo de transporte de U ou de qualquer outro mineral.
Portanto, € importante observar ac menos qualitativamente que aparéncia tem
a distribuicdo do urdnio num corte transversal do fémur, onde existe muita

cartilagem e onde se produz o crescimento do 0sso.
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Usando um microscopio éptico com uma lente de 63x de aumento, foram
lidas um total de oito laminas de Makrofol E para conformar a imagem
correspondente a distribuicdo de uranio no colo femoral de 2 cées de 100 ppm,
um céo de 20 ppm e de um dos caes de controle.

Cada lamina de Makrofol E foi lida na sua totalidade o que significa que
foram barridas linhas de aproximadamente 60 campos na diregdo vertical e
120 campos na horizontal para alvos de 100 ppm, e de aproximadamente 60 x
60 campos para alvos de 20 ppm, onde cada campo tinha 0,18 mm de
didmetro.

As Figuras 4.7 e 4.8 exibem a topografia do uranio nesses cortes de
fémures correspondentes aos cdes de 100 e 20 ppm respectivamente.
Distribuigbes similares foram obtidas para um outro cdo de 100 ppm
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Figura 4.7- Topografia do Uranio: alvo correspondente a céo alimentado

com 100 ppm.
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Figura 4.8- Topografia do Uranio: Alvo correspondente ao cdo de 20 ppm

Dos resultados mostrados nas figuras 4.7 e 4.8 pode notar-se que a
acumulacdo de wuranio esta igualmente distribuida em toda a seccéo
transversal do fémur, existindo alguns “hot spots” que aparecem

aleatoriamente na regido da medula perto do endodsteo. O enddsteo é a

camada interna que envolve a cavidade medular do 0sso0.
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Entende-se aqui por “hot spots” todas aquelas localizagbes na amostra do
colo femoral, em que o nimero de tragos por unidade de &rea seja igual a
média da distribuicdo mais 3o (figura 4.9 (a) e (b)). Com esse critério adotado
observamos que as concentragdes de traco, caracterizando “hot spots”, seriam
iguais ou maiores do que 11 tragos/campo e 20 tragos/ campo, para os grupos
de 20 e 100 ppm, respectivamente.

700 4
600 ~

" \s

tragos/campo

eventos
A

Figura 4.9 (a) Refere-se ao grupo de 20 ppm, com média da distribuigéo

em 2,24 tragos/campo (6=2,91 ¢ ¢,=0,07, para 1705 eventos).
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Figura 4.9 (b) Refere-se ao grupo de 100 ppm, com média da distribuigéo

em 6,6 tragos/campo (c=4,4 e ¢,=0,08, para 2460 eventos).

Os resultados referentes a microdistribuicdo de uranio, lidos em
tragos/campo, séo relativos ao controle. A normalizagéo destes para pg-U/g foi

obtida por comparagdo com os resultados das concentragdes de fémures
medidas por AANI.

Observando os histogramas das figuras 4.9 (a) e 4.9 (b), nota-se que a
densidade superficial média de tragos que aparece no alvo mais um desvio
padrao é igual a 5 tragos/campo, para amostras correspondentes ao grupo de
20 ppm, e de 11 tragos/campo para o grupo de 100 ppm. Considerando que a
distancia efetiva que pode percorrer um fragmento de fissdo no osso para
produzir tragos no Makrofol é 40 um, e que a densidade do tecido 6sseo num
animal adulto é 1,4 g/em®, a espessura efetiva do corte dsseo que produz
tragos (Ser) € 5,6.10° g-osso/cm?®. Este valor, multiplicado pela concentragao
media (<Cgnipo>) de cada grupo, permite estimar quanto de uranio se tem em

cada microlocalizagio do alvo.
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Explicitamente:
Oetr,f <Coo>aan=<T 20> , Bett1.<Croo>aan=<T 100>,

onde <Ca>aan=3,42(14) ug-U/g-0sso e <C1oo>aan=8,50(50) ng-U/g-osso.

Para o alvo de 20 ppm, S 1.<Cap>aan= 0,192ug~U/cm222.104tragos/cm2.

Para o alvo de 100 ppm, 69ﬁ,f<C100>AAN:O,476ug—U/cm2:4,3.104tragos/cm2

Considerando entdo que um campo lido no Makrofol tem uma area de
(2,54+0,04).10 cm?, é determinado que 1 trago = 105ug-U.

A figura 4.10 mostra linhas tipicas de escaneamento, onde se destacam
alguns “hot -spots” (elipses sombreadas).
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Numero de tragos/campo

25 30 35 40 45 50 55 60 65

Identificagdo do campo

Figura 4.10. Distribuigdo de tragos num alvo de Makrofol E de 20 e 100

ppm, correspondente a uma linha tipica onde foram achados “ hot spots”.

O comprimento tipico destas linhas corresponde a dimensao linear do
corte do colo femoral, que contava com 50 ou 60 campos de escaneamento.
Cada campo representa 0,18 mm de largura. Portanto, o diametro equivalente
da secgdo considerada correspondente ao colo femoral destas amostras
encontra-se entre 9 e 11 mm, com uma espessura aproximada de 1,5 mm para

a parte calcificada do osso.
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Uma explicacdo provavel do fendmeno de empilhamento de U, que da
origem aos “hot spots” seria: da mesma forma que o oxigénio livre oxida a
uranila permitindo a formacéo de UQ,**, situacdo esta que facilita o transporte
através de qualquer fluido corporal, cavidades ¢sseas que tenham pouco
oxigénio livre permitiriam a sedimentagéo gradativa desses radicais (compondo

sais de uranio), provocando o empilhamento.

Mesmo que isto ndo ocorra, o fato de se acumular U perto do enddsteo é
importante do ponto de vista radiolégico, uma vez que grandes esforgos s&o
direcionados na avaliagdo da fra¢do de energia absorvida pela medula quando
esta é irradiada por radionuclideos que tenham afinidade por osso (“bone-
seeking”).

IV. 2.E- Implicagdes radiobioldgicas.

Considerando novamente o cilindro de ionizagdo onde uma particula alfa
pode deixar sua energia (Am+), e calculando a dose absorvida devido ao uranio
localizado nesses intersticios, como resultado de uma incorporagdo de 279
dias (ver figura 4.11) podemos observar que um “hot spot” com 0,01 pg-U/mm?,
localizado no endésteo de cdes que comeram 100 ppm de urénio, transfere
uma dose didria num mm® de 29 mGy/d, ou seja 11 Gy/a, no entorno desse
“hot spot” . J&, no caso de 20 ppm, e por ser mais eficiente sua acumulagéo, a
taxa de dose absorvida é entdo duas vezes maior (figura 4.12). Neste caso,
vale a pena lembrar que a altura dos “hot spots” em 20 ppm é duas vezes
maior aguela vetificada no grupo de 100 ppm.
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Figura 4.11. Curvas de isodose para o alvo de 100 ppm. A escala indica
unidades em Gy.a"'mm™.

10 12

ol
-

Figura 4.12. Curvas de isodose para o alvo de 20 ppm. A escala indica
unidades em Gy.a'mm?,
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Por outro lado observa-se que a distribuigdo média de dose no alvo de
100 ppm esta na faixa de 2 - 4 Gy a'mm™® e de 1 — 3 Gy a'mm™ para o alvo
de 20 ppm.

O risco de contrair osteosarcoma aumenta linearmente com a dose. Este
tipo de malignéancia representa 5 % de todos os tipos de céncer em criangas,
unicamente superados por leucemias, tumores em cérebro e linfomas. Por
outro lado, é duas vezes mais comum em individuos do sexo mascuiino e tem
se observado com doses inferiores a 10 Gy em animais [5]. Portanto, segundo
nossos dados experimentais as doses liberadas nas células progenitoras do
0sso séo intensas o suficiente para induzirem neoplasias em criangas
submetidas a ingestéo crénica de U (ou DU), apds um prolongado periodo de
exposi¢ao. Por exemplo, um sujeito ingerindo a pequena quantidade de 2 ppm-
U por dia, apds 3 anos acumularia uma dose superior a 6 Gy em células no

entorno dos “hot spots”.

E conveniente ressaltar que apesar de ter feito uma medida relativa,
nossos célculos de doses absorvidas podem considerar-se estimativas
conservadoras, pois foram realizados levando em conta os resultados da
concentragdo média de U em ossos longos (amostras Tipo IV, vide acima).
Contudo, a concentragdo na cabecga do fémur e cerca de 1,5 vezes maior.

Considerando entao que:

a) O uranio se distribui ao longo da meduia, onde se localizam as células
hematopoiéticas e as células progenitoras do osso, estas Ultimas se

enconiram alinhadas no endésteo,

b) a acumulagdo de urénio no tecido 6sseo é uma fungdo que cresce
abruptamente nos primeiros dois anos depois de iniciada a
incorporagéo, ocorrendo a saturagdo em aproximadamente 8 anos (ver
a figura inserida no grafico 4.6),
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c) a eficiéncia na acumulagéo de uranio no osso e na medula é maior para
baixas doses. Um humano adulto ingerindo em média 1 mg de urdnio
por dia, pode chegar a acumular acima de 1 pg de uranio por g de

medula apds 5 anos, e que

d) os “hot spots” de uranio mostram intensidades similares na regido do

endosteo tanto para altas doses quanto para baixas,

é notavel conciuir que a medula de nenhuma forma esteja protegida da
irradiagdo, em marcante contraste com o que é concluido nos trabalhos feitos

a partir da incorporagédo aguda de solugdes de nitrato de uranila [10].

IV.2.F- Resultados das analises clinicas.

Os resultados das andlises clinicas e exames histopatoldgicos no caso de
caes foram feitos no Laboratério UNITOX da UNISA e revelaram que:

A urina coletada nos Ultimos trés meses da experiéncia, dos cies
pertencentes aos grupos de 100 ppm-U, ficou mais escura que aquela
procedente do grupo de 20 ppm. Em concordancia com isto, foi observada
degeneragéo glomerular renal nos trés cées de 100 ppm, lesdo evidentemente
associada ao tratamento com nitrato de uranita.

Nao foram detectadas mudangas no comportamento dos animais, e seu
desenvolvimento foi considerado normal.
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CAPITULO V. Conclusées.

V.1- Acumulacdo éssea de U em funcdo da dose ingerida

em ratos.

1. A concentragdo de U no osso é crescente com a taxa de ingestao
diaria, tendendo & saturagdo para concentragdes no alimento inferiores a
20 ppm (figura 4.2).

2. LesOes renais de origem toxicolégica podem levar a mudangas do

regime de acumulagéo. Em nosso caso, isso foi constatado pela mudanca

de tendéncia & saturagéo para um crescimento linear (figura 4.1).

3. A incorporagéo de uranio € muito mais eficiente em baixas doses. Isto

leva a reconsideragédo de normas radiobiolégicas.

4. Estabeleceu-se um fimiar toxicolégico na vizinhanga de 20 ppm, para

ingestéo cronica de U em animais em crescimento.

V.2- Acumulacdo ossea_de U em funcdo do tempo

(biocinética) para ingestio crénica,

1. A concentragio de U nos 0ssos cresce linearmente com o tempo de
vida do animal até a idade de 1,5 anos.

2. O modelo biocinético aqui proposto é validado pelos dados

experimentais, e indica que a saturagéo ocorre a partir de 8 anos,
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V.3- Microdistribuicao de uranio em 0sso e medula.

1. A medula acumula tanto U quanto a parte calcificada, em grande

contraste com o que ocorre em dose Unica.

2. A eficiéncia de incorporagéo do U aumenta de 100 para 20 ppm. Este

fato também merece atengéo do ponto de vista radiobiolégico.

3. Aparecem “hot spots” que atingem céiulas da medula éssea préximas

do enddsteo.

4. Em 20 ppm os “hot spots” sdo iguais ou mais altos do que os

observados para 100 ppm,.

V.4- Microdoses e avaliacao de riscos radiobiolégicos.

1. As doses liberadas nas células progenitoras do osso sdo intensas o
suficiente para induzirem neoplasias, apés um prolongado periodo de

exposi¢éo.

2. Individuos de populagbes que vivem em regides contaminadas com
uranio empobrecido (DU) enquadram-se na categoria de ingestéo cronica
e, portanto, estdo sujeitos aos mesmos riscos radiobiolégicos aqui

deduzidos para ratos e cies.
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ANEXO A. Método de AANI, usando estandardizacéo relativa.

A depuragéo e refinamento de qualquer técnica analitica dependem da
necessidade que se tenha em conhecer partes cada vez menores de algum
elemento de interesse, isto &, do limite de detec¢do associado a técnica, da

rapidez da analise, e da exatidio dos resultados.

Nestes principios, foram desenvolvidas metodologias de andlise que
atualmente séo muitas e variadas. Porém, com o aumento das densidades de
fluxo neutrénico e o desenvolvimento de sistemas de deteccdo que usam
semicondutores, unido a técnicas de automatizacdo, a Andlise por Ativacdo
Neutrénica Instrumental (AANI1) ganhou preferéncia como técnica analitica nao
destrutiva.

Para estes fins, o uso de reatores nucleares possui caracteristicas muito
atrativas.

O espectro de néutrons em reatores nucleares moderados por agua

(como no reator do IPEN), pode ser dividido em trés componentes bdsicas:

» Néutrons sub-cddmicos ou térmicos, cuja energia mais provavel é
0,025 eV, (& temperatura de 20,44°C).
» Neéutrons epitérmicos com energias na faixa da energia de corte do
cadmio (0,55 eV para 1 mm de espessura de um cilindro de Cd,
num fluxo isotropico de néutrons) até aproximadamente 1MeV e,
» Neéutrons répidos com energias superiores a 1MeV.
Essas componentes sdo caracterizadas por suas respectivas densidades

de fluxo de néutrons, ¢y, , 06 € o (cm‘2 s'1).

Portanto, a detecgdo de grande nimero de elementos é favorecida por
altas secgdes de choque e aitas taxas de fluéncia para néutrons térmicos, e

finalmente, porque esses néutrons s&o produzidos em fluxos relativamente
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homogéneos, sem interferir nas principais atividades desenvolvidas por um

reator nuclear de pesquisa.

Assim, dependendo do nuclideo irradiado, as reacgdes nucleares induzidas
por néutrons térmicos com maior probabilidade de ocorrer séo:

* (n,y) com secgbes de choque entre 0,1 e milhares barn, que séo
muito vantajosas para a determinacdo de elementos tragos pela
alta sensibilidade na maioria dos radionuclideos, exceto para
alguns poucos elementos leves. Este tipo de reagcdo e a mais
importante na AAN]|

¢ (nf)

Contudo, reagbes induzidas por néutrons répidos tais como (n,p), (n,0) e

(n,2n), mesmo que ocorram nao serdo tratadas.
A.1-Descri¢éo do método AANI, usando reagdes (n,y).

Consideremos que a seqtiéncia de eventos, onde ocorre uma reacdo de
captura do néutron pelo nicleo alvo, para um dado elemento X de nimero de
massa A, inicie-se quando o néutron incidente interage com o nicleo numa
colisdo inelastica. A segiiéncia descrita pelo esquema a seguir, leva a

formacé&o de um nicleo composto em estado excitado,
MX+'n - MX 4+ % ou AX{n ™ X.

Durante essa desexcitagao, o nicleo chega a uma configuracdo mais
estavel por meio da emissdo de um ou mais raios gama prontos(yp),

caracteristicos para cada espécie de nicleo alvo.
Em muitos casos esta nova configuracéo produzird um nucleo radioativo

que ira decair por meio da emiss&o de particuias, seguidas de um ou mais

raios gama de decaimento (1), também caracteristicos.
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Dependendo da espécie radioativa em questio, esse decaimento poder

apresentar uma meia-vida de fragdes de segundo até centenas de anos.

Para que a analise se tomne vidvel, a probabilidade de que aconteca a
reacao nuclear, medida através da secgdo de choque, a abundancia isotdpica
do nuclideo alvo, e a meia vida do radioisétopo formado como produto da

reagdo, devem ser da ordem de grandeza do limite de detecgéo da técnica.

Desta forma, aproximadamente 70% dos elementos quimicos possuem
propriedades favoraveis para permitir sua determinagdo via ativagdo de
néutrons [6].

A.2-Formalismo do AANI.

Considerando reag¢Bes induzidas por néutrons térmicos e epitérmicos,

temos que a taxa de reagdo por nucleo (R) pode ser escrita como:

R=34o00 . doly (A-1)

onde, ¢, ¢ a taxa de fluéncia convencional para néutrons térmicos,
oo © a se¢do de choque de ativagdo para néutrons com energias de
0,025 eV,
e € a taxa de fluéncia de néutrons epitérmicos, e
I, € a integral de ressonéncia dos nlcleos que seguem a lei 1/v, em que

v é a velocidade mais provavel dos neutros térmicos, 2200 m/s.

Quando a amostra ¢ irradiada em todo o espectro do reator, a fragéo

massica (¢, ) do elemento de interesse estd dada pela equagéo:

N
M[”_J
SDCW
Nu gu ya (Glh.u ¢o O-n,u + Ge‘u gbelo,u (a)}p.uyu

onde M — massa molar,

L

(A-2)

Na- ntimero de Avogadro,

0 - abundancia isotdpica relativa do nuicleo alvo,
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¥ - probabilidade de emiss&o do isétopo,

Np- numero total de contagens do pico de absorgéo total,

tc —tempo de contagem,

W — massa da amostra,

Gin — fator de corregdo por autoblindagem para néutrons térmicos,

Ge — fator de correcdo por autoblindagem para néutrons
epitermicos,

o - grau de desvio da densidade de fluxo epitérmico da

distribuicdo 1/E, (a saber, 1/E'),

gp — eficiéncia de deteccdo para o pico de absorcdo total,
incluindo a corregéo por atenuacdo gama.

Ya — probabilidade de ocorrer separagéo (no caso em que antes
da irradiagdo tenha-se feito separagéo radioquimica); no nosso caso
este fatore 1.

S, D, C —séo fatores de saturagdo, decaimento e contagem,
dados como segue:

S =(1-e™),

D = g™

C = (1-e™)/M, onde A é a constante de decaimento (In2/Tyy) e t

e e t. sdo os tempos de irradiagdo, decaimento e contagem,
respectivamente.

A equagdo A-2 é sempre vdlida se ndo acontecerem mudancas
significativas no nlUmero de atomos do nuclideo alvo durante a
iradiag@o (no burn-up), e se a taxa de fluéncia permanecer constante
durante toda a irradiagéo.

No caso em que a amostra seja irradiada com néutrons
epitérmicos (dentro da cdpsula de cadmio de 1 mm de espessura), o
método recebe o nome de AAN epitérmico (AANE), e a equacéo tera a
forma:

69



N/
M| (L

“ "SDCW

)Cd

= 4 A3
Cm Nugu yu (Gc.u ¢e Io.a (a) £,.L, ( )

Cd,a“p.u’ya

onde Fcq € o fator de transmissédo do Cd para néutrons epitérmicos.

A.3- Métodos de estandardizaciao em AANI.

Para a determinagéo de ¢y, trés tipos de estandardizagdes podem ser

usados:

» Estandardizacédo Relativa, que utiliza elementos padres sintéticos
ou matrizes primarias de materiais de referéncia certificados (MRC)
[1].

e Metodo do Comparador simples, a qual freqiientemente usa a
estandardizagéo Kg [2,3].

» Estandardizag@o Absoluta, também conhecida como paramétrica
[4].

Neste trabalho € aplicada a Estandardizagéo Relativa.
A.3.A- Método de estandardizacéo relativa.

Neste método o padrio (indexado st), com massa conhecida w de um
elemento dado, é coirradiado com a amostra de massa conhecida W, e ambos

sao contados na mesma geometria de detecgéo.

Desde que Ma=Mst , 82 = 8st , Ya = Vst » Sa =Sst, Coa = Cost , £a= €5t € @
atenuagao gama na amostra e no padrao néo sejam diferentes, Fata=Fatst=1,
onde Fan € o fator de atenuagdio ,séo obtidas as seguintes expressdes para
AAN e AANE, respectivamente.
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(A-4)

Cp = B K0 (A-5)

Cd g

A suposigdo de que Fata=Fane=1 é vdlida usualmente para raios-y com

energias superiores a 100 KeV, fontes de pequenas dimensdes e grandes
distancias fonte-detector.

Com a estandardizag@o relativa ndo é preciso supor que a taxa de
fluéncia neutrénica seja constante durante a irradiagdo, e também nio é
preciso considerar qualquer alteragéo por queimado no nimero de atomos (no
burn-up), visto que esta ocorre da mesma forma no padrdo e na amostra, no
caso de irradiacéo simultanea.

Reescrevendo a relacdo A-5 para um mesmo elemento da amostra e
padrao, irradiados nas mesmas condi¢ées, obtém-se:

¢, = Nete ioean =e ) 202 (A-6)
"N W’ l—e? ) Aer
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A.3.B-Avaliacao de incertezas na AANI.

Seguindo cada passo individual do método, as fontes de incertezas

podem se agrupar de acordo com duas categorias, discutidas amplamente por
GRENBERG e colaboradores em [5].

1.

Preparacéo da amostra e do comparador: nela podemos incluir os
desvios na determinag@o da massa da amostra e do padrio, o
desvio na pureza ou concentragdo inicial do padrio, e também
corregbes por presenga do analito na capsula de irradiagéo.

Medicao espectrometrica dos raios gama: estatistica de contagem
na atividade da amostra e do padréo, incerteza devida a geometria
de contagem, tempo morto e tempo de decaimento, e duragdo da

contagem.
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ANEXO B. Técnica de registro de tracos.

B.1-Descricdo.

A técnica de registro de tragos de fragmentos de fissdo se baseia no fato
de que particulas carregadas sdo capazes de produzir, em certos materiais
solidos, danos permanentes identificados como tragos [1,2]. Apés ampliacéo,
conhecida como revelagdo ou ataque quimico [3], esses tragcos podem ser
contados através de microscépios Opticos comuns ou através de sistemas
automaticos de contagens.

Por terem massas relativamente grandes, os fragmentos de fisséo
apresentam uma eficiéncia de 100% no registro de tracos, em quase todos os
materiais detectores sélidos. Neste caso, é oportuno assinalar que o Makrofol
E, Makrofol KG e outros polimeros, tém preferéncia sob outros detectores
quanto as determinagbes quantitativas de urénio, por ndo possuirem tragos
fossilizados e nem impurezas de outros elementos fissionaveis, tal como o

Tério, simplificando assim as anélises a serem feitas.

Varios outros fatores tornam os detectores de tragos Uteis para a
pesquisa nos campos da ciéncia e da tecnologia. Entre eles estéo:
1. Estabilidade dos tragos sob condigdes ambientais extremas
(temperatura, umidade, vibragdes mecénicas, etc).
Alta sensibilidade, permitindo discriminar diferentes particulas.
Facilidade de manuseio e simplicidade das técnicas de contagem.
Capacidade de resistir a altos fluxos.

A S < A

Baixo custo.
B.2-Mecanismo de formacéo de tracos.
Fleischer e colaboradores [4] consideram que quando as particulas

incidentes ionizam os datomos de um material detector, os ions formados se

deslocam de suas posicbes normais em virtude da interagdo coulombiana
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repulsiva entre eles, para posigdes intersticiais, produzindo vazios nas

posi¢oes iniciais. Denominaram esse fenémeno “ion explosion”. (figura 1).

lonizag&o de tomos por uma Repulsdo  coulombiana  dos
particula carregada ions, separando-os de suas

posictes originais.

Figura 1. Mecanismo de formagéo de tragos.

De acordo com esse modelo, a condigdo para que ocorram
deslocamentos é a de que as forgas coulombianas repuisivas (f) sejam
superiores a forga de ligagdo. Assim, materiais com tensdo mecanica,
constante dielétrica, e distancia interatdmica baixas, produzem tragos mais
facilmente que outros.

Desta forma, chega-se a que o quadrado do nimero médio de ionizagées
sofridas pelos dtomos de um material detector (n®) seja maior que o coeficiente
de relaxag@o desse material (R), sendo este coeficiente em Uitima instancia
uma medida da sensibilidade relativa dos materiais que produzem tragos.
Entéo,

_Yea' o,ea’
10e* ¢’

; (B-1)
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onde Y é o médulo de Young, £ € a constante dielétrica, a a distancia
interatémica , e é carga unitaria dos elétrons e o, é tensdo mecanica do

material.

Ou seja, a medida que R diminui a sensibilidade aumenta.

Alguns valores do coeficiente de relaxagdo (R) para varios materiais

detectores sao apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Valores do coeficiente de relaxacdo em ordem crescente de

sensibilidade relativa.

Classe de detectores Grupo de detectores R
similares
cristais Quartzo, micas. 0,5
vidros Silica 0,7
Sédio-Calcio, Fosfato 0,5
plasticos Makrofol E, Makrofol KG 0,01

Dependendo da natureza do material podem ocorrer recombinagdes dos
ions formados, antes que ocorram os processos de deslocamentos, de modo a
‘apagar’ os vestigios do trago através da recuperagio de elétrons. Portanto, é
preciso obedecer a condigéo adicional de que o ndmero de elétrons atraidos
pelos fons numa regido determinada seja inferior ao nimero de ions formados
nessa regido. Tal condi¢do pode ser expressa através da relagao (B-2), que
considera uma regido cilindrica de raio r, que envolve n, fons ao longo da
trajetoria:

nam* <n, (B-2)

onde n, € 0 numero de fons formados e n, é a densidade de elétrons nessa
regiao.

Mas o tempo que levam esses elétrons em difundir-se na regiéo cilindrica
definida, ¢="7 %3, depende das caracteristicas do meio material. D é o

coeficiente de difusdo dos elétrons no meio, que & fungdo da mobilidade dos
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elétrons (um), da temperatura do meio (T), da constante de Boltzmann (K) e da

carga unitaria dos elétrons (e).

Assim, a densidade de elétrons nessa regido pode ser expressa pela
desigualdade: '

n, < e , (B-3)
map, KTt

que € obedecida apenas por alguns semicondutores e isolantes.

Um outro critério que determina se o traco é ou ndo observavel num certo

detector, é o de considerar a taxa critica de perda de energia por unidade de

comprimento (“'JA{X)c de ions primarios e secunddrios nesse material, em

fungdo da energia da particula incidente.

A perda de energia por unidade de comprimento devida a ions
secundarios é importante para materiais organicos como o Makrofol, ja que
nestes materiais podem quebrar-se ligagdes pela simples excitagdo dos
atomos.

Quanto a evolugdo geométrica dos tragos, pode-se dizer que o didmetro
medio dos tragos de fragmentos de fissdo em plasticos policarbonatados,
(como o Makrofol E) ndo é superior a 25 um, com valor médio entre 17 e 20
um [6]. Por isso, € preciso amplid-los para torna-los observdveis através de
microscopios comuns,  Isto é possivel porque a regiio de dano é
quimicamente mais reativa do que a regido ndo danificada, ou seja, a
velocidade de ataque ao longo da trajetéria da particula incidente (V+) é maior
do que a velocidade de ataque na dire¢do normal a superficie ndo danificada
do detector (Vg). A velocidade Vr é determinada pelo tipo de energia da
particula incidente e Vg pelo tipo, concentracdo e temperatura do reagente,
para um dado material detector.

Neste sentido, admitindo-se que a regido danificada seja homogénea, e
que as velocidades de ataque ndo sejam afetadas pelos gradientes de
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concentrag@o devidos a difuséo, tanto do reagente como dos produtos de

ataque, a refacéo entre Vg e V¢ € dada por:

w:';g- =sen@ = cte , (B-4)

T
onde 9 é o angulo de abertura do cone desenvolvido durante o processo de

revelacdo dos tragos.

Assim, o0 numero de tragcos contados (N, ) em toda extensdo da area de

deposigdo, relaciona-se diretamente com o numero total de fissbes

(N, )ocorridas na amostra, da seguinte maneira,
Ny =kN, (B-5)

onde k é a eficiéncia total de detecg¢éo, revelagio e contagem.
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ANEXO C. Certificado da solugéo de Uranio usada para a preparagio dos
padroes para AANI.

@oﬁ% )]
<

S, St iy

ASSURANCE

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Catalog Number: PLUR-2Y Lot No. 5-B0OU
Element and NMatrix: U in HNO,/H,0
Starting Material: Uranium Oxide 1.0,

Starting Material Lot No.:  M1284U
Dansity: 1.0101 a1 22.2%

Trace Metaliic Impurities in the Actual Solution via ICP Analysis:

Element EPM Element PPM Element PPM
Ag < 0.001 Cr <0.003 P <0.03
Al 0.01 Cu <0.001 Pb 0.002
As <0.001 Fe <0.05 Sb <0.001
B 0.003 K <0.05 5i <0.3
Ba <0.001 Li < 0.001 Sn <0.001
Be < 0,001 Mg 0.02 Sr 0.001
Bi <{0.001 Mn <0.001 Ti <0.001
Ca 0.012 Mo <0.001 T <0.001
Cd <0.001 Na 0.01 v <0.001
Co <0.G01 Ni <0.001 Zn <0.02

Zr <0.00"1
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Classice! "Wet" Assay: 1,003 ppm.

Gravimetry:  Evaporate to dryness, ignite and weigh as U0,

Instrumentation Analysis By inductively Coupled Plasma [ICP] Spectrometer: 1,003 ppm
via NIST SRM 3164

Balancas are calibrated with NIST weight sats NJ #92589 and #82550, aceording to NIBT circular 547 3.4.3,

ASSURANGCE refarence standards & quaranteed stable and accurate 10 x 0.5% of lsbelad conceniration for ona yaar from date
of shipment, This vaius is the sum of cumulative erTors assaciated with analytical determinations, pipetting and dikdting to final
voluma. Far thase sollions wa use high purity acids, 18 megohen double deionized watdr and triple rinsad battlas. Al glasswars
usad s ciass A,

i/]ﬂ Kot dinto e (T U6 ok

Manufacturing Manager Date !

soaxCertiPrep ?  -2-

SPEX CERTIPREP, ING. 203 NORCAOSS AVENUE  METUCHEN, NJDBBAD  908648-7144  1-800HABSPEX  FAX: SOB-603.8847
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