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DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA NUCLEAR PARA
ANALISES CLIiNICAS

Laura Cristina de Oliveira

RESUMO

No presente trabalho foi realizado um estudo detalhado da viabilidade do uso da
técnica de ativagdo neutrdnica para realizagdo de andlises clinicas de urina e sangue com o
objetivo de auxiliar o estudo das funcdes biolégicas de animais submetidos 4 ingestio cronica
de Urdnio. Para agilizar as andlises e diminuir gastos empregou-se 0 método absoluto para
determinagdo da concentragio dos elementos de interesse nas amostras biolégicas. Os
resultados das andlises nucleares quando comparados com os dados das andlises
convencionais mostraram-se compativeis.

Esta metodologia nuclear foi empregada também em andlises de ossos e alguns 6rgios

tais como figado e misculo para a avaliagio de danos ou lesdes nos animais.
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NUCLEAR METHODOLOGY DEVELOPMENT FOR CLINICAL
ANALYSES

Laura Cristina de Oliveira

ABSTRACT

In the present work the viability of using the neutron activation analysis to perform
urine and blood clinical analysis was checked. The aim of this study is to investigate the
biological behavior of animals that has been fed with chow doped by natural uranium for a
long period. Aiming at time and cost reduction, the absolute method was applied to determine
element concentration on biological samples. The quantitative results of urine sediment using
NAA were compared with the conventional clinical analysis and the results were compatible.

This methodology was also used on bone and body organs such as liver and muscles to

help the interpretation of possible anomalies.
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INTRODUGCAO

A necessidade de avaliar o quadro clinico de animais submetidos & ingestio de -
Urdnio por periodos. prolongados estd vinculada a participagio do Grupo de Estrutura
Nuclear (LEN) do IPEN no projeto multidisciplinar "Determinacdo da Biodistribui¢do de
Uranio na Cadeia Alimentar". Trata-se de um projeto em parceria com o Instituto de Fisica
da Universidade de Sio Paulo (IFUSP), com a Universidade de Santo Amaro (UNISA),
com a Universidade Estadual Paulista (UNESP) e com o Instituto Superior de Ciéncia ¢
Tecnologia Nuclear (ISCTN) em Cuba. Para mostrar a relevancia, bem como o vinculo do
presente estudo com o projeto, serd apresentada primeiramente uma descrigio sucinta do
projeto e a seguir as motivagdes relacionadas a proposi¢cdo do projeto, bem como para o

desenvolvimento de uma metodologia, no caso na drea nuclear, para auxiliar o estudo das

funcdes biol6gicas dos animais envolvidos.

O projeto "Determina¢do da Biodistribuicdo do Urdnio na Cadeia Alimentar”
surgiu da necessidade de avaliar a ocorréncia de anomalias em organismos sadios, em
fun¢io da ingestdo cronica de Urdnio em sua dieta regulamentar. Entretanto, dadas as
dificuldades de avaliar provdveis anomalias em seres humanos foram programados vdrios
experimentos nos quais diferentes mamiferos e aves sdo submetidos i ingestio de Urinio,
via dieta, por periodos prolongados. As informagdes obtidas podem entio ser
“extrapoladas” para os humanos utilizando o modelo geral de miltiplos compartimentos

[1] para o cdlculo de transporte de radionuclideos em sistemas biolégicos.

Motivagies relacionadas a proposigdo do projeto

Considerando-se o fato de que os humanos sio consumidores de produtos animais e
scus derivados e, sabendo-se que rochas fosfiticas e calcdrias (FIG. 1), nas quais o Urdnio

¢ um constituinte trago, sio extensivamente utilizadas como fonte de Fésforo e Cdlcio para

suplemento de ragdo animal, em fertilizantes € adubos e conseqiientemente repassado para
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organismo humano via dieta, é de fundamental importincia avaliar quanto de Urinio
ingerido é distribuido em cada Orgdo do corpo e quais os danos para saide
humana. A necessidade desta investiga¢io tem por base medidas que envolvem a
determinagdo de Urdnio em virias marcas de FBC (Fosfato — Bicdlcico usado como
suplemento na alimentagiio animal) comercializadas no Brasil [2]. Estas medidas revelam
que em 15 marcas de FBC analisadas, a concentragdo de Urinio em apenas uma das
marcas apresenta quantidade inferior a 30 ppm-U, limite recomendado pela EPA
(Environmental Protection Agency). Sabendo-se que parte do Urfnio ingerido pelo corpo
humano ¢ retida em diferentes 6rgios do corpo e parte € eliminada principalmente através
da urina, fezes e suor, as quantidades niio eliminadas podem se acumular nos rins e/ou em -
outros Orgios causando distirbios ou até mesmo lesdes em organismos sadios.
Clinicamente, é usual a realizagio de exame de urina para diagnosticar danos associados a
fun¢io renal a partir da determinagiio da concentragdo de Cloro, Sédio e Potdssio na urina.
Outros exames clinicos, relacionados na TAB. 1, fornecem também subsidios para avaliar
organismos sadios. Analisando-se esta tabela verifica-se que a relagdo de exames
convencionais necessdrios, para se obter um quadro clinico completo, envolvem: alto
custo.- demanda de tempo (dias) e requer coleta de material biolégico em grande
quantidade podendo desgastar, principalmente o organismo dos animais de pequeno porte,

e conseqiientemente interferir no bom funcionamento de suas fungdes biolégicas.

Motivagoes para uso de metodologia nuclear para realizacdo de andlises clinicas

Com o objetivo de obter esclarecimentos a respeito das conseqiiéncias que a
ingestio de Urdnio pode vir a causar, foram programados experimentos com diferentes
animais (ratos, frangos, ciies e cabras), de modo que se possa avaliar a existéncia ou nio de

danos e lesdes em organismos sauddveis. Particularmente, no presente estudo pretende-se
mostrar a viabilidade de¢ acompanhar as fungdes bioldgicas desses animais expondo
pequenas quantidades de material bioldgico (urina, sangue, ctc) i radiagdo neutrOnica, para
posterior andlise da radiagio gama induzida. Desta forma, pode-se determinar a
concentracio dos elementos de interesse (relacionados na TAB. 1) utilizando-se a técnica
de cdleulo da atividade absoluta, eliminando a necessidade da utilizagio de padroes e
conseqlientemente reduzindo custos. Além disso, como a determinagio (uantitativa de

virios elementos presentes na amostra pode ser obtida em uma vnica irradia¢io. o que nem
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scmpre € possivel via métodos clinicos convencionais (TAB. 1), tem-se uma redugio
significativa também no tempo empregado nas andlises.

Em cada experimento os animais sdo divididos em dois grupos: 1 grupo controle ¢
I grupo de animais submetidos a dieta com ragio dopada com quantidades bem

estabelecidas de Urdnio. A comparacio entre os dados experimentais obtidos para cada

grupo fornecem subsidios para uma interpretagio dos resultados.

Tabela 1: Exames clinicos necessdrios para o acompanhamento das fun¢Ses bioldgicas.

Material . *)
g::,?:c]s Biolégico/ Diagnéstico Elemento medido/ ll’;;go
Coleta Método [3]
Niveis elevados de Al em
Sansue/ pacientes renais cronicos Al
Aluminio 2 Og:ﬂ podem causar osteodistrofia e | Espectrofotometria 57,29
’ encéfalopatia de absor¢do atOmica
Niveis elevados de Al em
Urina/ pacientes renais cronicos AV
Aluminio 25 ml podem causar osteodistrofia € { Espectrofotometria 697,59
encéfalopatia de absor¢do atdmica
Verificagdo dos niveis de
Sangue/ intoxicagdo de pacientes que Br'/
Brometo 4 ml ingerem sedativos Colorimétrico 353,85
Util no diagnéstico de
distirbios do metabolismo de
. Sangue/ . . Ca/ _
Cilcio 0.5 ml Ca, incluindo dogngas dsseas Colorimétrico 40,40
e neopldsicas
o Urina/ s Caf . ¢
Cilcio 20 ml Avaliacio de cdlculo renal Espectrofotometria 57,29
de absor¢io atdmica
Cloro Sangue/ ’A\Taliagﬁo do’etquilfbri'o cr
0.5 ml hidrico, elet’ro‘lmco e 4cido Titrimétrico 43,81
bdsico.
. Avaliagdo do equilibrio .
Cl urindrio Urina/ hidrico e salino . .Cl,/ . 37,07
5,0ml Titrimétrico
Sangue/ - - . Fe/
F :
erro 1.0 ml Util na avaliagdo de anemias De lauber 43,81
Uriny/ o - . Fe/ .
Ferro 70 ml Util na avaliagio de anemias Espectroscopia de 609,97
’ emissido acoplada
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Monitoragido da excregio de v
lodo lsjg I:nalj Iodo ap6s dose dessa E“&Tﬂ%ﬁrixi 542,57
substincia 4 ~
pressio
Uriny/ ) - Cl, Nae K/ -
lonograma 50 ml Disfungdo renal Eletrodo fon-seletivo 57.60
e Sangue/ Avaliagiio dos distirbios Mg/ 43.81
Magnésio 0,5 ml hidro-eletroliticos Quimica seca -
.. Urina/ Avaliagdo dos distirbios Mg/ .
Magnésio 10,0 ml hidro-eletroliticos Colorimétrico 43.81
. . L M/
Avaliacio de intoxicagao .
I Sangue/ : Espectrofotometria
Manganés 2,0 ml pelo Mn de absor¢do atGmica 488,65
. . . Mn/
. Avaliagdo de intoxicagdo .
, R Urina/ Espectrofotometria
Mangangs 25,0 ml pelo Mn de absor¢do atOmica 370,70
| - Avalia¢do do equilibrio
hidrico, eletrolitico e 4cido K/
Potdssio Sangue/ bisico, também em Eletrodo fon- 33,70
1,0 mi nefropatias como insuficiéncia ) ’
especifico
renal
. Avaliacao do equilibrio
Potdssio Urina/ hidrico, eletrolitico e 4cido K/ 37,07
5,0 ml . Fotometria de chama
bésico.
Nao/
. Sangue/ Avaliagdo do equilibrio Eletrodo ion-
Sédio 3,0ml hidrico e eletrolitico especifico 33,70
. Avaliagio do equilibrio
Sodio Urina/ hidrico Na/ 37,07
10,0 ml Fotometria de chama
Zn/
_ Espectrofotometria
Zinco Sangue/ Deficiéncia de Zn indica um de emissio 33,70
2,0 ml quadro de anemia ou leucemia indutivamente o
acoplada
Zn/
Urina/ Deficiéncia de Zn indica um Espectro.sci)pla de
Zinco quadro de cirrose. diabetes | cmussdo 303.30
25,0 ml indutivamente
acoplada

(*) Pregos praticados pelo Laboratério Fleury

Com base no exposto, o presente estudo pretende estabelecer o procedimento para

realizagdo de andlises clinicas dos materiais bioldgicos de interesse, via ativagio nuclear,
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fornecendo dados que permitam avaliar 0 quadro clinico de animais de pequeno (ratos e
" frangos) e médio porte (cies e cabras), que serio submetidos a alimenta¢io dopada com

Urinio por periodos prolongados.

A abordagem do texto € feita em cinco capitulos. No capitulo 1 sio apresentados os
aspectos biolégicos relevantes. No capitulo 2 € feita a descrigiio da metodologia aplicada.
Da mesma forma, no capitulo 3 ¢ feita a descri¢io da instrumentagio utilizada e da andlise
de dados. A descri¢io dos experimentos com 0s animais, os resultados, bem como as

discussdes sio apresentadas no capitulo 4. No capitulo 5 sdo apresentadas as conclusdes.
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Produtor primério: PLANTAS

Consumidor primdrio

S~

Uranio
Rochas fosfditicas: fonte de Rochas calcdrias: fonte de
Fosforo Calcio
| |
H3 PO4 Ca3 (PO.;)z . CaF
Defluorizagio
FBC
Fertilizantes Ca, HPO,

Suplemento de ragiio

Consumidor primdrio: ANIMAIS

Produtos de origem animal
(leite, ovos, carne)

Consumidor secundirio

e

HUMANOS

Figura 1: Urinio na cadeia alimentar.
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CAPITULO 1: ASPECTOS BIOLOGICOS FUNDAMENTAIS PARA AVALIACAO
CLINICA DO ORGANISMO

1.1 Composic¢ao e Importancia dos Elementos Presentes no Organismo

Os elementos Oxigénio, Carbono, Hidrogénio e Nitrogénio sdo os mais abundantes
no organismo e representam da ordem de 96% do peso corpbreo total, enquanto que o
Cilcio, Fésforo, Potdssio, Enxofre, Sédio, Cloro e Magnésio representam quase 4%. Os

demais elementos sio necessarios na proporgdo de menos de 0,01%. [4]

Em um organismo sadio os elementos constituintes encontram-se dentro dos limites
de norfnélidade apresentados na TAB. 2. Nesta tabela encontram-se informagdes a respeito
do elemento e do material biolégico (primeira coluna); do isStopo que pode ser
quantificado via metodologia nuclear (segunda coluna) e dos valores de normalidade
(terceira coluna). Quantitativamente, os elementos mais importantes sdo: Na. Cl. K, Ca,
Mg, P, H C e O, pois a manutengio de concentracdes normais de Na e Cl sdo
fundamentais para o equilibrio osmético do organismo (entrada e saida de dgua das
células) e, no caso de processos fisioldgicos, a alteragdo da concentragio de Ca e/ou Mg

e/ou P pode ser deletéria ou fatal

Um outro aspecto importante relacionado a um organismo sadio diz respeito a
manutengdo do equilibrio hidrico. Como sabemos, a dgua constitui ~ 70% do peso total do
‘corpo de um adulto do sexo masculino ¢ ~60% de um adulto do sexo feminino. A
quantidade referente a 2/3 da dgua do corpo encontra-se no interior das células ¢ o 1/3
restante fora destas. Em um organismo sadio, o corpo perde mais de 2400 ml de dgua por
dia. sendo 1500 ml sob a forma de urina, ~ 800 ml através dos pulmdes e superficie da pele
¢ ~100 mi sdo perdidos nas fezes. Os liquidos sdo repostos pelos alimentos ¢ pelas bebidas.

Quando as perdas excedem a reposi¢do, desenvolve-se a desidratagdo. Como o Sddio é
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geralmente perdido com a dgua, a inspegio dos niveis de Na urina € um bom indicador do

equilibrio hidrico - salino do organismo.

Com relagiio a disfungdes metabdlicas, as variagdes da concentragio de eletrélitos

no organismo podem levar ao desequilibrio eletrolitico.

Eletrdlitos sio fons livres que existem nos liquidos organicos, sendo os principais
cdtions 0 Na* e o K*, e, os principais dnions o CI' e 0 HCOj". Desta forma, todos os
fendmenos metabdlicos sio afetados de alguma maneira pelas concentragdes destes
elementos, que sdo os responsdveis pelo controle de entrada e saida de dgua das células
bem como do estado de hidratagdo e do pH, tanto do Liquido Intra-Celular (LIC) quanto do
Liquido Extra-Celular (LEC). Portanto, a neutralidade elétrica do organismo é preservada .

desde que a proporgdo de cétions e dnions esteja em equilibrio no organismo.

Outro aspecto importante relacionado a organismos sadios diz respeito a
manuten¢do do equilibrio dcido-bdsico. Uma grande quantidade de dcidos € produzida
diariamente no organismo, como resultado do metabolismo, sendo a maior parte desses
dcidos excretados pela urina. Todo organismo sauddvel dispde de mecanismos eficazes
para manter o pH do LEC e do LIC dentro dos estreitos limites (7,35 a 7,45). Através da
determinagio da concentragio de Potdssio e Cloro no sangue, tem-se condi¢io de avaliar o

equilibrio dcido - bdsico no organismo.
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Tabela 2. Valores de referéncia (normalidade) associados aos principais elementos

presentes no organismo.

Elemento/

material bioldgico

Caracteristicas dos
radionuclideos
[T1/2]; F,Y(keV)[S].

Limites de normalidade [6]

(adultos)

Aluminio/sangue

Aluminio /urina

28A1(2,24min); 1779

0-6,0 ng/ml

0 - 32 mg/24h

Bromo / sangue

%9Br (17,68 min); 616

1 — 2 mg/ml

Cilcio /sangue

Célcio /urina

Ca (8,7min); 3084

8,8 — 10,6 mg/dl

55 - 220 mg/24h

Cloro /sangue

Cloro / urina

38C1 (37min); 1642

97 — 106 mEq/!

110 — 250 mEq/24h

Ferro / sangue

Ferro / urina

Fe (44d); 1099

60 — 140 mg/dl

100 - 300 pg/24h

Iodo / urina

1281 (25 min); 442

100 — 460 pg/24h

Magnésio / sangue

Magnésio / urina

Mg (9.4m); 843

1,9 — 2,5 mg/dl

70 — 120 mg/24h

Manganés / sangue

Manganés / urina

Mn (2.5 h): 846

0,40 — 0,85 ng/ml

<0,2 pe/24h

Potdssio / sangue

Potissio / urina

42K (12,2 h); 1525

3,5-4,5mEy/l

25 - 125 mEy/24h

Sédio / sangue

Sddio / urina

Na (15 h); 1368

137 — 148 mEq/1

40 — 220 mEq/]

Zinco / sangue

Zinco / urina

897n (14 h); 438

0,66 — 1,10 pg/ml

300 - 600 pe/24h
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1.1.1 Composicao e Importancia dos Elementos Presentes nos Ossos

Nos mamiferos a maior parte do Cdlcio, Fésforo e Magnésio do corpo encontra-se
no esqueleto, o qual tem por fungio proporcionar apoio mecinico além de servir como
reservatdrio destes minerais ao metabolismo [7]. A distribuicio desses elementos em um
organismo adulto (ossos e dentes) € de 1300g de Ca, 600g de P e 14g de Mg sendo que, em

média, os ossos contém 98% de Ca e 85% de P do corpo [8].

A resisténcia do osso depende fundamentalmente da matriz orginica, responsivel
por regular e distribuir o componente inorganico e pela reabsorgio e formacio da matriz
Ossea, remodelando o osso de acordo a atividade fisica, bem como do material inorginico,
constituido essencialmente por cristais de Hidroxiapatita [Ca;p (POy)s (OH);)]. Em
organismos sadios existe um intercimbio didrio de cerca de 25mg a 110mg do Ca presente

no 0sso e do Ca presente no soro [7].

Estudando a estrutura dssea, via quantificagiio dos elementos Ca, Mg e P, pode-se

diagnosticar virias anomalias, tais como:

* disfungdo da glandula paratiredide: esta disfungio provoca a descalcificagio dos .
0ss0s, para manter a concentra¢ido de Calcio no soro. [8);

* raquitismo: provocado principalmente por falta de vitamina D, disfun¢io identificada
pela faltade Cae P;

* osteomaldcia aguda: fragilidade exagerada do esqueleto - insuficiéncia de reabsor¢io
ou excesso de eliminagio do cdlcio;

* osteoporose: descalcificagdo do tecido dsseo.

Quantitativamente os elementos que devem ser monitorados (em estruturas dsseas)
dizem respeito ao Ca. Mg ¢ P, pois a manutengio destas concentragdes € de fundamental
importincia para garantir o correto desenvolvimento da estrutura dssea e bem como a
manutengdo mecinica do esqueleto. De acordo com a TAB. 2, pode-se determinar Ca e Mg
pcla radiagio gama emitida (3084 keV e 843 keV, respectivamente), entretanto. o P nio

pode ser obtido por esta técnica pois trata-se de um emissor beta puro .

COMISSAO NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP-PEN
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1.2 Irradiagao Interna por Uranio

A ingestio cronica de elementos radioativos via dieta, conforme discussio
apresentada na introducdo deste trabalho (FIG. 1), pode levar a irradiagio interna de

individuos resultando em doses de radiagiio ndo programadas.

A irradiagio interna € resultante da incorporagdo de material radioativo, o qual vai
se distribuir pelo organismo, se depositar em 6rgldos e/ou ser eliminado via excretas. A
contaminagdo interna envolve quatro estigios sucessivos: a incorporagiio, a absorg¢io, a

deposigido e a eliminagdo.

Incorporagdo: € a passagem do material radioativo pelas vias de entrada do corpo,

ou Sseja, a ingestdo, a inalagdo ou a deposi¢do na pele intacta ou ferida.

Absor¢ao: é a passagem do material radioativo para os fluidos extracelulares como
sangue e linfa. Uma vez incorporado, o radionuclideo pode entio se difundir no meio
interno. Particularmente, a absorgdo gastrintestinal difere para cada radionuclideo, isto é,
alguns ndo sio absorvidos sendo eliminados diretamente pelas fezes e outros podem ser
absorvidos, principalmente, via intestinal. Os is6topos cuja absor¢do via gastrintestinal é
insignificante ou nula sio os que possuem baixa solubilidade, como os éxidos de urinio,

plutdnio e tério.

Deposigdo: ap6s a absorgiio para os fluidos extracelulares, o radionuclideo pode se
distribuir pelo corpo de forma homogénea ou localizada, concentrando-se em certos 6rgios
ou tecidos. O comportamento interno do radionuclideo, ou seja, sua cinética, estd

relacionada com suas caracteristicas fisico-quimicas.

Eliminagdo: trata-se da remogio do material radioativo por excregio,
cssencialmente a eliminagdo urindria (resultante da filtragio do sangue pelo rim) e fecal
(climinagio de bile, secregdes digestivas e materiais incorporados nio absorvidos no trato

gastrintestinal).
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Os eventos que se sucedem quando um organismo € exposto a irradiagiio interna
podem ser descritos pelas seguintes etapas: a energia da radiagiio € transferida para o
organismo; as moléculas que absorvem a radiacio podem ser alteradas direta ou
indiretamente, produzindo lesdes bioquimicas nas células do organismo. No mecanismo
direto tem-se a transferéncia de energia para uma molécula (como DNA, aminodcidos e
protefnas), ji no mecanismo indireto, a energia € transferida para uma molécula de dgua e
esta sofre altera¢des estruturais (radidlise da dgua), originando espécies quimicas bastante
reativas e difusiveis, chamadas radicais livres que podem reagir entre si originando

produtos altamente toxicos para a célula ou se ligar as moléculas danificando-as.

Particularmente, a incorporagio do urdnio tem sido muito estudada nos dltimos
anos. Um estudo realizado por Duarte [9] aborda em detalhes os aspectos relevantes a
respeito da incorporagiio interna, tais como cinética do urinio nos -6rgdos, danos e

processos de eliminagio. Os principais aspectos serdo mencionados a seguir.

1.2.1 Caracteristicas Cinéticas do Uranio

O urfinio é o quarto elemento da série dos actinideos. Consiste de uma mistura de
trés radioisStopos: 28y (99,2739%), B3y (0,7204%) e B4y (0,0057%) e qualquer que seja
sua via de incorporagdo, sua absor¢do pela corrente sangiifnea vai depender de sua

solubilidade.

No organismo dos mamiferos os dtomos de Urinio tendem a ser convertidos a
Uranio hexavalente. A presenca da forma tetravalente na corrente sanguinea sd é
conscguida por meio de injegiio intravenosa, mesmo este, se oxida em Urdnio hexavalente
ou 6xido de Urinio coloidal no plasma [10], [11], [12]. O 6xido de uranila (UO,™) € a
espéeie mais estivel em solugdo e € a forma mais comum de urdnio presente nos fluidos do

corpo.

Uma vez na corrente sanguinea, 0s compostos soldveis de Urdnio sio rapidamente
distribuidos pelo organismo humano. Dados de experimentos em humanos revelaram que

2/3 da dose injetada deixa a corrente sanguinea em 6 minutos e apés 20 horas da
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administragio 99% deixou a corrente sanguinea [13]. Isso ocorre em virtude da abundincia
de fons HCO; no sangue, que fazem com que o complexo Urdnio-proteina se dissocie
continuamente para restabelecer o equilibrio com o complexo Urdnio-bicarbonato ¢ assim

ser eliminado [14].

Em medidas em vivo, de individuos expostos, 85% da carga corporal de Urinio foi
encontrada no osso, mais que 90% do remanescente estava no rim e quantidades
detectiveis poderiam também ser encontradas no figado [15]. Segundo a “International
Commission on Radiological Protection”, ICRP [16], a distribuicio do Urinio no -
org:mismol ocorre na seguinte ordem: esqueleto, rim e figado com a relagio 131:15:1,
respectivamente. Dados mais recentes de andlises radioquimica de tecidos de autdpsia,
feitas pelo “United States Uranium Registry”, USUR [17], revelaram que a deposigio de
Urdnio em tecidos humanos segue a seguinte ordem decrescente: esqueleto, figado ¢ rim,

com razio de 63:3:1, respectivamente.

Nos ossos, o Urdnio se deposita principalmente nos cristais de Hidroxiapatita,
ligando-se aos grupamentos fosfato destes cristais. Sua deposigdo no osso € uma reagdo de
troca idnica, na qual o fon uranila substitui os fons Ca** [18]. O tamanho dos fons UO,""
impede sua entrada no interior do cristal de Hidroxiapatita e ele permanece em sua

superficie acessivel a reagdes de troca idnica [11, 14).

Nos rins, constatou-se que o Urdnio se distribui de maneira uniforme pelo 6rgio
concentrando-se principalmente, nas estruturas corticais e sobre células do tibulo

contornado proximal [19].

1.2.2 Caracteristicas Toxicoldgicas do Uranio

A exposi¢io humana a compostos de Urinio pode levar a dois tipos de dano, um
renal causado pela toxidade quimica do Urinio e outro radioldgico causado pela absorgio
da radiagdio ionizante emitida. A avaliagio de qual € o mais critico vai depender da
solubilidade do composto e de sua composi¢do isotdpica. Para os composto classe D,

considerados altamente soluveis, (meia vida biologica menor que 10 dias). o dano quimico
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renal € 0 mais critico, mesmo para um alto grau de enriquecimento; para compostos classe
W. moderadamente soliiveis, (meia vida biolégica de 10 a 100 dias), o dano mais critico é
determinado pelo grau de enriquecimento e para os compostos classe Y, ditos insoliveis,
(meia vida biolégica de mais de 100 dias), o dano radiolégico no pulmao € o mais critico,
nio importando o grau de enriquecimento. Portanto, o is6topo mais danoso do ponto de
vista de irradiacdo ¢é o *°U, cuja concentragio é menor que 1% em Uranio natural.
Realizaram-se virios estudos para explicar a agdo tdxica do Urfnio no rim [11, 20,
21]. A explicagiio que prevalece € a de que o Urinio ndo entra nas células, mas danifica o
rim pela ligagdo com proteinas das membranas das células do tdbulo renal. Em estudos
realizados em pacientes terminais [9, 11], notou-se que apdés administragio de Urinio a
capacidade de reabsorgdo pelo rim de Sddio e Cloro, assim como a secre¢io de Potissio,

sdo alteradas. Em decorréncia, os cloretos aparecem em grande abundincia na urina.

Para compostos soliveis de Urdnio altamente enriquecido em **°U, o 6rgio
considerado critico € o 0sso, pela sensibilidade a radiagiio das células da medula dssea que
podem ser danificadas. Neste caso, o efeito téxico nos rins € de importincia secunddria
[22, 23]. Alguns estudos revelam alteragdes metabdlicas no figado de animais, mas o
figado mostrou alto poder de regeneragdo [24]. Para compostos de Urdnio insoldvel, o
Orgio que recebe a maior dose € o pulmio, ndo importando o grau de enriquecimento [22,

23].

Portanto, uma vez incorporado ao organismo (o Urinio) tem-se a urina como -
principal via de eliminagio, entretanto, o Urinio remanescente pode-se depositar em virios
orgdos principalmente nos ossos, rins e figado, podendo levar o organismo sadio a
desenvolver o cincer ¢sseo e necrose das células renais em fungdo de sua toxidade [9].
Desta forma, além da andlise da urina e sangue, os 6rgios de maior relevincia para termos

gado. Em

=
&

informagdo da incorporagido interna do Urdnio dizem respeito aos 0ssos, rins ¢ fi
fungdo disto, os animais cnvolvidos nos experimentos terdo prioritariamente estes Grgios

analisados.
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1.3 Descrigao dos Experimentos com Animais

Na FIG. 2 € apresentado um diagrama que descreve a rotina dos experimentos. Os
animais selecionados sdo alojados em baias metabdlicas logo apds o desmame. No caso
dos frangos apds a primeira semana de vida. Esses animais sdo alimentados diariamente
com ragdio dopada com diferentes concentragdes de nitrato de uranila, exceto o animal ‘
controle. Os experimentos sdo realizados no laboratério UNITOX da UNISA e na UNESP
¢ estio previstos para terem a duragio de 7 meses (cdes e cabras) e 5 meses (ratos e
frangos). Particularmente, os experimentos com cdes Beagles (UNISA) e ratos Wistars
(UNESP) jd foram concluidos. No momento encontra-se em andamento o experimento
envolvendo frangos Cobb. Outros experimentos, envolvendo ratos e cabras, estdo

previstos.

Durante os experimentos, como pode ser observado no diagrama apresentado na
FIG.2, a rotina consta do controle didrio do peso, quantidade de ragiio ingerida pelos
animais, coletas semanais de urina e quinzenais e/ou mensais de sangue. Ao término de -
cada experimento os cies sdo sacrificados e necropsiados. Foram coletados amostras de

diferentes tecidos para determinagdo da concentra¢do dos elementos constituintes.

Portanto, no presente estudo, pretende-se estabelecer para cada material a ser
analisado o método de preparo da amostra bioldgica e as condigdes de irradiagio no reator
nuclear para posterior determinagdo da concentragio dos elementos, essenciais para as
andlises clinicas (conforme relagio apresentada na TAB. 1) e para andlise da estrutura

Ossea ¢ demais 6rgios (conforme diagrama apresentado na FIG. 2).
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Figura 2: Diagrama dos Experimentos.
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CAPITULO 2: DESCRICI\O DA METODOLOGIA NUCLEAR

2.1 Calculo do Fluxo de Néutrons

A indugdo de radioatividade em materiais utilizando néutrons como feixe incidente
¢ denominada ativagio neutrOnica. Através desta técnica pode-se obter informag¢des da
composi¢do do material ativado bem como do fluxo de néutrons ao qual o material foi

€Xposto.

Em reatores o fluxo de néutrons pode ser obtido por detetores de ativa¢io. Um dos
primeiros experimentos utilizando esta técnica para medida de fluxo de néutrons foi
realizado por W. Bothe em 1943 [25] . Uma caracteristica importantissima desta técnica é
que devido & sua pequena dimensdo, esse detetores de ativagdo (usualmente folhas finas
e/ou fios metdlicos) ndo causam praticamente perturbagdo no fluxo em comparagio com os
detetores convencionais tais como: 0 uso de detetores de cintilagdo liquida orginica, que
permitem a obtengio do espectro de energia do néutron na presenga de radiagio gama, por
discriminacdo eletrOnica [26], ou pelo os espectrOmetros multi-esferas (as quais sdo
constituidas de material hidrogenado e possuem em seu interior detetor de cintila¢io) [27],
ou ainda por emulsdo nuclear, que se baseia na medida de tragos deixadas pelos néutrons

na interagiio destes com o hidrogénio da presente na emulsdo.

A escolha do tipo e formato do detetor de ativagio depende principalmente da
magnitude da se¢do de choque, da magnitude do feixe de néutrons, do tempo de irradia¢do
¢ das propriedades de fabricagio do detetor de ativagdo. Levando em consideragio que em
um reator nuclear as temperaturas sdo elevadas, os detetores de ativagio devem possuir
alto ponto de fusio; devem ser confeccionados de material extremamente puro (>99%),
para evitar a interferéncia de reagdes competitivas, ¢ possuir dimensio diminuta. Dentro
destas  especificagdes  utiliza-se  preferencialmente  detetores  sélidos  metilicos.

Particularmente, para determinagdo de fluxo de néutrons térmicos o Ouro

\
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¢ altamente recomendado [28]. Entretanto, quando folhas de Ouro sio irradiadas em um
fluxo de néutrons a atividade resultante tem tanto a contribui¢io de néutrons térmicos

como epitérmicos, descrita por [29]:

Agy = Ay + Aep ()

onde:

A4, ¢ atividade de saturagio no detetor de ativagdo de ouro
A, € a atividade de saturagio devido ao néutrons térmicos

A, ¢ aatividade de saturagio devido aos néutrons epitérmicos

Isto significa que tanto a contribuicdo de néutrons térmicos bem como de
epitérmicos precisa ser obtida. Para esta finalidade utiliza-se a técnica da Razio de
Cadmio. Esta técnica consiste em irradiar, nas mesmas condi¢des, a folha ouro nua
juntamente com uma folha de ouro coberta com cddmio, de tal forma que se obtenha a

razio:
Rcd = AAu /Acd (2)

onde:
A, atividade de saturagdo da folha de Ouro nua

A,y atividade de saturagiio da folha de Ouro coberta com Cddmio

Embora o Cddmio seja um excelente filtro para néutrons térmicos ele nio é

totalmente transparente a néutrons epitérmicos [30], entdo € usual introduzir um fator de
corre¢do Feg, que depende da espessura da cobertura de Cd bem como das caracteristicas
da folha ativada [31, 32]. Desta forma,
Aep = Acd . ch (‘%)
e
Ath = DAy [l - ch/Rcd] (4)

onde:
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F.s é o fator de Cddmio, tabelado na referéncia [32] ¢ R. a razio obtida

experimentalmente pela irradiagiio das folhas de Ouro (nua e coberta com Cidmio).

A utilizagio deste procedimento permite a determinagio do fluxo de néutrons pela

exXpressio:
q)n=Aau-M(l'ch/Rcd)/m-NA-G-kt (5)

onde:

M massa atdmica do elemento

Na ntimero de Avogadro

M massa da amostra

G secdo de choque de ativagio

k. fator de perturbagio do fluxo, tabelado na referéncia [33]. Na prdtica pode-se

utilizar detetores de ativagio suficientemente finos de modo que os efeitos de perturbagio

do fluxo neutrdnico sejam despreziveis [34, 35, 36).

Experimentalmente, outro aspecto relevante na medida do fluxo de néutrons diz
respeito ao cdlculo da atividade saturada. A equagdo geral que fornece a atividade induzida

por um fluxo de néutrons é bem estabelecida na literatura [37, 38], e é expressa por:

A= Na.0.0.m.f.F. (e ™)y/M (6)
onde:
Na nidmero de Avogadro
fluxo de néutrons
sec¢do de choque
massa da amostra
fragiio do isétopo que ird sofrer a ativagio

fra¢io do elemento ativado

- m ™ 3 a ©

tempo de irradiagio

z

massa atdmica do elemento
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Considerando-se que um intervalo de tempo decorre entre o final da irradiagdo ¢ o
inicio da contagem, a atividade induzida na amostra™deve ser corrigida segundo a lei do

decaimento radioativo:
- }‘T.
A=Ae "° (7)

onde:

A ¢ a atividade da amostra apds um tempo de espera decorrido entre o término da

irradiagdio e o inicio da contagem (T.). Portanto, a equagio (6) passa a ser expressa por:
A= Ny.o0.06.m.f.F. e M)y (e *)y/M (8)

Na prética, pode-se obter a atividade de uma amostra por meio de um sistema de
contagem conhecendo-se e eficiéncia de detec¢do da transi¢io gama de interesse usando a .

expressao:

A=Cy. Mg L. (1-e ) 9)

onde:

C, 4dreada transi¢cdo gama discriminada
€y eficiéncia de detec¢do na energia da transigdo gama discriminada

I, intensidade da transi¢io gama discriminada

T. tempo de contagem

Analisando-se a equagio (5) observa-se que a determinagio do fluxo depende da
atividade saturada. Para quantificarmos esta atividade terfamos que irradiar o detetor de
ativagio por um periodo muito longo, isto €, por vdrias meia-vidas [28], mas na prdtica isto
nio ¢ necessdrio. O procedimento consiste em irradiar o detetor de ativagio até um valor

A, suficicnte para ser medido num sistema de detecgiio (FIG. 3). Desta forma. na equagio

(7) temos que: € 51 e Al = A,

COMISSAO NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP-IPEN
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Figura 3: Comportamento da atividade do detetor de ativacido em fungio do tempo, sendo

A™ a atividade saturada (Tj; — o).

Substituindo-se a equagio (9) na (6), pode-se obter a concentra¢io dos elementos

extraindo-se a fragdo do is6topo ativado, isto é:
F=A.M.C,.e’™/m.Ny.g.0.0.f.L.1-e*™) . 1-e"*™  (10)

Para a obtengido da incerteza nas medidas de fluxo de néutrons, atividade saturada e
fragdo de massa, foi feita a propagacio dos erros [39] associados aos valores obtidos
experimentalmente (massa da amostra, drea do pico, razdo de Cidmio, tempo ¢ eficiéncia
da transi¢io gama) bem como dos erros estabelecidos para as grandezas fisicas envolvidas

(A. M, Na, o, f, I-(, Na, Fea) .
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2.2 Instrumentagao Nuclear

A instrumenta¢io nuclear utilizada na aquisi¢io dos espectros em energia da
radiagdo-gama constitui-se de um espectrdmetro-y, um sistema eletrdnico € um sistema de

aquisi¢do de dados descritos a seguir.

O espectrometro-y é constituido por um detetor de HPGE de 68cm® (FWHM = 1,98
keV), montado no interior de uma blindagem de chumbo. Este tipo de blindagem & -
necessdrio para minimizar a radiagdo de fundo do laboratério. Um suporte circular de
lucite, centralizado sobre a face do detetor, sustenta a fonte a uma distincia que atenua
efeitos secunddrios de detecgio como soma e empilhamento, causados pelas transigdes-
gama mais intensas. Entre a fonte € o detetor ndo hd nenhum tipo de absorvedor, o que
minimiza os efeitos de absorciio e espalhamento.

O sistema de aquisi¢do-de dados consiste de um multicanal ADCAM, (ORTEC-
918-A) controlado por um microcomputador padrdo PC-486. Um diagrama de blocos deste

sistema eletrdnico € apresentado na FIG. 4,

Figura 4: Instrumentagio nuclear para aquisi¢do dos espectros de radiagiio gama.
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CAPITULO 3: PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1. Calibragao do Espectrometro-y

Com a instrumentagdo descrita na se¢do 2.2, foi obtida a curva de calibragio em

energia do espectrometro-y utilizando-se fontes padrio [40] de: *°Co, 1°Cd, '**Ba, *'Cs e

'32Ey, com a finalidade de associar a posi¢io dos fotopicos do espectros resultantes, ao

longo dos 4096 canais, com suas respectivas energias.

A curva de eficiéncia do detetor, na geometria de detecgdo, foi obtida i partir de
dados provenientes das fontes padrido de 132Ey ¢ ¥Co, que possuem valores de intensidade

de suas transicdes gamas bem determinadas, obtidas na compilagio da IAEA [40]. A curva
obtida € apresentada na FIG. S e a fungiio ajustada € dada por:

E=[P1+P2*1/x]
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Figura 5: Curva de eficiéncia do espectrdmetro-y



PBOCEDIMENTO EXPERIMENTAL 24

3.2 Coleta e Preparo das Amostras Biologicas

Para o desenvolvimento do presente trabalho foram coletados amostras bioldgicas
de urina, sangue, 0sso, figado ¢ misculo dos animais em estudo. Estes materiais biolégicos
foram coletados e processados na UNISA e na UNESP, as quais possuem laboratdrios
credenciados para experimentagio animal atendendo aos protocolos exigidos. Tanto para o
preparo das amostras de sangue como de urina foram pipetados 100,0 £ 0,5 pul de material
biolégico em papel de filtro; a seguir, as amostras foram expostas a luz infravermelha para
secagem, estando prontas para posterior irradiagdes no reator nuclear e andlise no

espectrdmetro -y. Todas as amostras foram preparadas em duplicata.

Para a medida do fluxo de néutrons foi utilizado o Ouro como detetor de ativac¢iio
(Goodfellow). Folhas de Ouro com dimensdes de 2,00 + 0,05 mm de didmetro por 0,025
mm de espessura foram confeccionadas em duplicadas para obtencdo do espectro gama da

fonte de '’

Au nua e coberta com Cddmio. Este procedimento permitiu homogeneizar o
preparo das amostras facilitando a corre¢do de angulo sélido, além de minimizar a -

quantidade de ouro a ser irradiada.

Para a andlise de ossos e demais 6rgdos as amostras foram calcinadas até a
obtengio das cinzas. As cinzas foram prensadas (~50 mg) em forma de pastilha com
dimensdes da ordem de ~ 10mm de didmetro por 0,5 mm de espessura. Todas as amostras

foram preparadas em duplicatas.

3.3 Analise de Dados

Cada amostra bioldgica, juntamente com as amostras de Ouro envolta por Cidmio ¢
sem Cddmio (nua), foram irradiadas via estagdo pneumdtica. no reator [EA-RI. (por 3
minutos), permitindo a ativagio simultinea destes materiais. Desta forma obtinha-sc os
espectros de raios gama tanto para o cdlculo do fluxo de néutrons bem como para a
obten¢do da concentragdo dos elementos attvados, nas mesmas condi¢goes de irradiacio.

Particularmente, para a determinag¢io de Ferro em sangue as amostras foram submetidas a
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5 minutos de irradiagio no caro¢o do Reator. Todas as andlises foram realizadas em

duplicata.

3.3.1 Espectroscopia Gama das Amostras

Apds a irradiagdo, as amostras do Ouro (nua) e de Ouro com Cidmio foram
submetidas & contagem no espectrdmetro de raios gama, permitindo a identificacio ¢
cilculo da drea da transigio gama de 411keV do '"’Au para determinagio da razio de
Ciddmio e posterior cdlculo do fluxo de néutrons. Da mesma forma, cada amostra biolégica
foi também submetida a contagem no espectrdmetro-y, permitindo a identificagio e cdlculo
das dreas das transi¢bes gama de interesse (TAB. 2). Esses espectros de raios gama foram
analisados utilizando-se o programa IDF [41]. Particularmente, para a determina¢iio de

Ferro em sangue as amostras foram submetidas a contagem apds 12hs a irradiacio.

De posse da curva de eficiéncia do espectrdmetro-y (FIG. 5), do valor do fluxo de
néutrons, da 4rea da transi¢do 7y de interesse, obtém-se a concentragio dos elementos

selecionados (TAB. 2), por meio da equagéo (10).
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CAPITULO 4: EXPERIMENTOS COM ANIMAIS

4.1 Experimento envolvendo Cdes da Rac¢a Beagles: Aplicacdo de Metodologia

Nuclear para Estudo da Fung¢ao Renal

Dentro do projeto: "Determinagio do Urdnio na Cadeia Alimentar", este primeiro
experimento com animais pode ser descrito como um experimento piloto, no qual cies
Beagles alimentados com ragdo dopada com Uranio forneceram material bioldgico (urina)
para o estudo da fungdo renal utilizando metodologia nuclear. A decisio de iniciar os
experimentos com Beagles deve-se ao fato de que 90% das caracteristicas fisioldgicas -
destes animais sdo similares a dos humanos [42]. Desta forma os resultados das analises
clinicas via metodologia nuclear podem ser comparados com os dados das anilises

convencional.

Como discutido no capitulo 1 deste trabalho, a maior parte do Urinio ingerido pelo
corpo humano € retida em diferentes 6rgaos do corpo e entdo, parcialmente, eliminada
através da urina. Entretanto, as qu'antidades ndo eliminadas podem se acumular nos rins
causando lesdes. Dentro deste contexto, o presente estudo propde a utilizagio da ativagido
neutrdnica para avaliar anomalias na fungio renal causado pela ingestio de Urinio, via
dieta. Basicamente, o procedimento consiste em irradiar pequenas quantidades de urina
com néutrons e analisar a radiagio gama induzida ap6s a ativagio nuclear. Particularmente
neste experimento estamos interessados em avaliar a concentragdo de Cloro, Sédio e
Potdssio na urina para posterior comparagio com os valores de normalidade do organismo
(TAB. 2).
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4.1.1. Descrigcao do Experimento com Caes Beagles

Este experimento desenvolveu-se no Laboratério da UNITOX da Universidade
Santo Amaro (UNISA). Quatro cies machos da raga Beagle foram alojudos em baias
metabOlicas logo apés o periodo de vacinagdo (isto €, 60 dias). Esses animais foram
alimentados diariamente com ragdo dopada com 20 ¢ 100 ppm dc nitrato de uranilo. exceto

o animal controle. O experimento teve duragio de 7 meses.

Durante o periodo de desenvolvimento do experimento a rotina constou de controle
didrio do peso, quantidade de ragdo ingerida e coletas semanais de urina, que foram
submetidas a testes bioquimicos e andlise quantitativa do sedimento urindrio. Os resultados
obtidos via metodologia nuclear foram comparados s andlises clinicas de urina (TAB. 1),
fornecendo dados que permitem verificar a ocorréncia ou nio de danos a fungdo renal. Ao
término dos experimentos, isto é apés o periodo de 7 meses, os animais foram sacrificados

e necropsiados. Para ilustrar, na FIG. 6 € apresentado o diagrama do experimento.
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Figura 6: Diagrama do experimento.
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4.1.2 Procedimento Experimental e Resultados

Seguindo o procedimento de preparo descrito na se¢do 3.2, as amostras de urina
apOs serem submetidas i secagem foram scladas em pldstico para entdio serem irradiadas
Juntamente com as amostras de Ouro (nua ¢ coberta com Cddmio), por um periodo de 3

minutos, no reator IEA - R1 do IPEN garantindo assim as mesmas condigdes de irradiacio.

Apds a irradiagdo, a amostra de urina ¢ as amostras de Ouro eram submetidas a uma
hora de contagem, respectivamente, no espectrometro-y, permitindo o cdlculo da drca
referente as energias das transi¢des gama de interesse, isto €: 1642 keV do BCl, 1525 keV
do *K e 1368 keV do *Na, bem como da energia de 411 keV do 197 Au, para o cdlculo do
fluxo de néutrons utilizando as relagdes descritas na se¢do 2.1 A contribui¢iio de fundo foi
avaliada em todos os espectros, bem como a corregio de angulo sélido e tamanho da fonte
[43]. Todos os espectros foram analisados utilizando-se o programa IDF [41]. Foram .
realizadas andlises semanais de urina tanto para o animal controle como para 0s animais
dopados. Os resultados foram comparados com os dados das andlises convencionalmente

utilizadas.
Para ilustrar, na TAB. 3 ¢ apresentada a relacdo de energias utilizadas para estudo

da fungdo renal e na FIG. 7 ¢ apresentado um exemplo do espectro-y parcial do material

biolégico ativado (urina).

Tabela 3: Elementos analisados e suas principais caracteristicas nucleares

Nuclideo Composigio Produgdo Energia da transi¢do
(T:ip) Isot6pica via ativa¢ao nuclear gama de interesse
(%) com néutrons (keV)
* Na (15 h) 100 2Na (n, 7)*'Na 1368
*C1 (37 min) 24,23 ¢ (n, YCl 1642
K (12,2 h) 6,7 “IK (n, YK 1525
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Figura 7: Espectro-y (parcial) do material biolgico ativado (urina do grupo controle)

onde: Bg € a radiagdo de fundo e SE e DE Simples e Duplo Escape da radiagao-y.

Os resultados das andlises da urina do animal controle por ativa¢do nuclear e pelos
métodos convencionais e os limites de detec¢io sdo apresentados nas TAB. 4 e §,
respgclivamente. De acordo com os dados apresentados na TAB. 4 pode-se observar que os
valores obtidos, via metodologia nuclear, sio compativeis com as andlises convencionais.
Portanto, a técnica de ativagio nuclear pode ser considerada como um método para avaliar
danos na fungdo renal por meio da determinagiio da concentragdo de Sdédio. Potdssio e

Cloro na urina.

Os valores obtidos para as concentragdes de Cl, Na e K na urina, via ativagio
neutrdnica foram analisados dentro dos limites de normalidade tanto para o animal controle .
como para o grupo dopado. Os resultados sao apresentados nas FIG. 8, 9 ¢ 10. Todas as

medidas foram realizadas em duplicata e os valores médios forma considerados.

iSSR0 NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP-IPEN
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Tabela 4: Concentragiio de K, Na, ¢ Cl em urina obtida por ativagdo nuclear para o animal

do grupo controle comparados com outras andlises clinicas convencionais.

NAA Espectrometria NAA Especctrometria NAA Colorimetria

mg/mi de chama mg/ml de chama mg/ml mg/ml

mg/ml mg/mi
K Na Cl

2.53£038 | 3,03£0,55 | 3,32+£0,23 | 2,99+£0,25 | 3,11 20,15 | 2.79£0.18
3012054 | 321+0,42 | 3,26+£0,13 | 3,08 £0,27 1,86 0,09 | 2.02x0.09
3912026 | 2,97+0,32 | 3,47+0,016 | 3,00t 0,27. 4,40+0,22 | 2.88+0,21
@1,78+0,12 | 3,98+0,11 | ®3,72+0,15 | 2,280,220 | ¥6,40%0,19| 4,01%£0,13
224+0,26 | 2,01+0.25 | 2,53+£0,13 | 2,54+£0,25 | 3,25+0,20 | 3,19%0,18
285%0,25 | 3,11+0,31 | 3,40%£0,14 | 3,08 £0,27 1,30+ 0,21 1,17 £0,15
4,30%+031 | 400%£033 | 3,59+0,09 | 3,374£0,29 | 4,13+0,19 | 3,98%0,14
1,60 £0,06 nd 3,31£0,17 3,30+£0,22 | 593£0,20 | 6,03%+0,17

nd - ndo determinado

(a)

medida realizada em triplicata

Tabela 5: Limite de detecgio dos elementos Na, Cl e K na amostra de urina

Elemento Limite de detec¢ao (30) [44]
ngg'
Cl 3,2
K 45,4
Na 1,3
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Figura 8: Comportamento do elemento Potdssio na urina.
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Figura 9: Comportamento do elemento Sédio na urina.
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Figura 10: Comportamento do elemento Cloro na urina.

4.2 Experimento envolvendo Caes da Raga Beagles: Aplicagao de Metodologia

Nuclear para Analise de Sangue

Na prética, poucas andlises s3o feitas com sangue total em fun¢do do método de
andlise empregado. No procedimento usual, adotado nos laboratérios de Andlises Clinicas,
a centrifugacdo do sangue é feita para separagio do plasma (parte liquida) das células

(parte s6lida). Por coagulagio do sangue total pode ser obtido o soro sanguineo.

Em fung¢io da técnica de ativagdo ndo necessitar da etapa de separagiio do sangue
(soro/plasma) pode-se reduzir significativamente a quantidade de material a ser coletado
minimizando o estresse dos animais, principalmente os de pequeno porte, além de agilizar
as andlises, minimizar custos e simplificar a manipulagdo do material biolégico pelo

técnico, diminuindo riscos de contaminagio.
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4.2.1 Procedimento Experimental e Resultados

Para a realizagiio desta etapa do experimento foi seguido o mesmo procedimento,
descrito na segdo 4.1.2., com excegdo do tempo de irradiagio da amostra bioldgica para

medida de Ferro, que foi de S minutos no carogo do reator IEA - R1 do IPEN.

Apés a irradiagiio, a amostra de sangue ¢ as amostras de Ouro foram submetidas a
uma hora de contagem, respectivamente, no espectrometro -¥, permitindo o cdlculo da drea
referente as energias das transi¢des gama de interesse bem como da energia de 411 keV do
97 Au, para o cilculo do fluxo de néutrons utilizando as relagdes descritas na se¢io 2.1. A
contribui¢do de fundo foi avaliada em todos os espectros, bem como a corre¢io de dngulo
solido e tamanho da fonte [43]). Todos os espectros foram analisados utilizando-se o

programa IDF [41].

Para ilustrar, na FIG. 11 é apresentado o espectro-y parcial do material bioldgico

ativado (sangue).
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Figura 11a: Espectro-y (parcial) do material bioldgico ativado (sangue total do grupo

controle) onde: Bg ¢ a radiagdo de fundo e SE e DE Simples e Duplo Escape da radiagio-y.
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Figura 11b: Espectro-y (parcial) do material biolégico ativado (sangue total do grupo .

controle ) onde: SE e DE sdo Simples e Duplo Escape da radiagao-v.
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Figura 11c: Espectro-y (parcial) do material bioldgico ativado (sangue total do grupo
controle - irradiagdo no carogo) onde os picos ndo identificados em termos de encrgia

correspondem ao Bg (radiagiio de fundo).
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Na TAB. 6 sio apresentados os resultados dc uma andlise de sangue total do animal
controle e os limites de detecgio para cada clemento ¢ na FIG. 12 o estudo sistemdtico

envolvendo as andlises de Al em sangue total, para os todos os animais. Todas as medidas

foram recalizadas em duplicata.

Tabela 6: Concentracio ¢ limite de detecgio dos clementos presentes na amostra de

sangue total do animal controle.

Elemento Concentragao Limite de deteccao (30) [44]
(pg ul™ pg g’
Al (53,5 £ 6,6) 10° 8
Br (6,9 £0,5) 107 0,4
Cl 2,2+0,1 7
Fe 0,30 £ 0,02 21
I (0,76 £0,11) 10° 0,3
Mg 0,14 + 0,05 61
Mn (3,0+0,2) 10° 0,4
Na 1,8+0,1 3
Zn (8,72 +0,77) 103 1
0,16 —
—M— controle
—0—20 ppm
0.12 - —e— 100 ppm
E | y
S~ - H T L
2 0,08 - i><f ! * :
: : I —%
] %/ I
0,04 -
T T T = T T
1 2 3 4 5
meses

Figura 12: Comportamento do elemento Al nas amostras de sangue total.
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4.3 Avaliacao do Método Nuclear para Andlise de Sangue Total e Urina
Com relagio 2 utilizagio do método nuclear pode-se destacar as scguintes

vantagens:
i) método alternativo para analisc clinica de sangue total ¢ urina:

ii) a utilizagio de quantidades pequenas, da ordem de¢ 100ul, com relagio a
utiliza¢io de 5 a 20 ml para as andlises clinicas convencionais; determinagdo simuliinea
dos clementos de interesse alem de ndo necessitar do preparo da amostra de sangue

(separagdo soro/plasma).

i) avaliagdo simultinea da concentragio Cl, K e Na em amostras de urina pela
metodologia nuclear o que nem sempre € possivel via andlise convencional em funcio do

método aplicado;

iv) outros elementos tais como: Al, I, Mg, Mn e Zn, também foram identificados
nas amostras de urina. A determinagdo da concentragido desses elementos € também til
para a avaliagdo biolégica do organismo (TAB. 1), entretanto algumas dessas andlises sdo
convencionalmente realizadas no Exterior. O limite de detec¢do desses elementos,

estimados pelo presente estudo, sdo apresentados na TAB. 7.

Tabela 7: Limite de detecgiio dos elementos Al, I, Mg, Mn e Zn presentes na amostra de

urina do animal controle.

Elemento Limite de deteccao (30) [44]
ngg”
Al 3,5
I 0,2
Mg 29
Mn 0,2
Zn 60
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1v) avaliagdo simultinca da concentragio Al, Br, CI, Mg, Mn, I, K. Na ¢ Zn em
amostras de sangue total pela metodologia nuclear, via irradiagio de 3 minutos. na estagio
pneumitica; o que nido ¢ possivel via andlise convencional (emprego diferenciado do

mdétodo em fungio do elemento);

v) baixa atividade induzida, da ordem de O,1pCi, 0 que minimiza o risco de

¢xposi¢do a radiagdo no processo de manipulagdo do material irradiado;

vi) em fungdo da baixa atividade e da meia - vida associada aos elementos medidos
nio existe a geracdo de rejeitos radiativos, pois apds 48hs no mdximo, as amostras
bioldgicas (urina e sangue) podem ser descartadas sem atividade residual ou armazenadas.
Consequentemente as andlises podem ser refeitas se necessdrio (problemas na operagdo do

reator, na instrumentagdo nuclear, etc);

vii) a possibilidade do armazenamento das amostras permitiu que as anilises
fossem realizadas com a freqiiéncia desejada. Isto tornou possivel a repeticio das andlises

garantindo o bom desempenho do método.

viil) tanto o invélucro de Cd como as amostras de Au, utilizados para o cdlculo do
fluxo de néutrons, podem ser reutilizados decorridos 45 e 30 dias, respectivamente, apds a

irradiagio.

Nas FIG. 13 e 14 sdo apresentados diagramas que sintetizam as etapas de andlises
de sangue e urina e que permitem comparar os métodos clinicos convencionais

empregados com a metodologia nuclear estabelecida no presente estudo.
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Analises Clinicas
convencionais

'

Analises Clinicas por
ativacao nuclear

A 4

Amostra de Sangue

Amostra de Sangue

l

l

l

l

l

A 4
2ml 4ml 0,5ml 0,5ml Tml 3ml 2ml 100ul
soro sangue soro soro soro plasma soro l
l De Espectrofotometria de Técnica da
lauber emissio Razio de Cd
Colorimétrico indutivamente i
acoplada
l Titrimétrico
Eletrodo ion-
especifico
i Br Al, Br, CI, Fe,
— y I**, Mg, Mn,
pectrofotometria imi
de absorgio Quimica Fe * Na, Zn
atdmica seca Zn
Cl
l l Na
Mg Tempo de execugdo: 6 h
Tempo de execugdo (Fe): 24h
Al*, Mn*
i Custo Total: ~ RS 600,00
v v v

Tempo de Execugio: 1 a 7 dias
Custo Total: ~ R$ 1.100,00

* tempo de execugio, em média, 15 dias.

** ndo determinado pela técnica convencional

Figura 13: Diagrama comparativo entre os métodos clinicos convencionais, aplicados pelo

Laboratério Fleury, e a metodologia nuclear estabelecida no presente estudo, para andlise

clinica de sangue. (Pregos praticados pelo Laboratério Fleury, atualizado em 02/03).
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Custo Total: ~ RS 300,00

Tempo de Execugiio: 1 a 2 dias
Custo Total: ~ R$ 2.070,00

* tempo de execugdo, em média, 15 dias.

Figura 14: Diagrama comparativo entre os métodos clinicos convencionais, aplicados pclo

Laboratério Fleury, e a metodologia nuclear estabelecida no presente estudo, para andlise

clinica de urina. (Pregos praticados pelo Laboratério Fleury, atualizado em 02/03).
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4.4 Experimento com ratos Wistar: Aplicacdao de Metodologia Nuclear para

Estudo de Ossos e Orgaos

O experimento foi desenvolvido com 9 ratos Wistar machos. com 15 dias de idade,

rcunidos em 3 grupos de 2 animais ¢ um grupo de controle com 3 animais. Durante o

cxperimento, os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada. Os .

animais foram alimentados por 60 dias com ragio dopada com nitrato de uranilo (exceto o
grupo de controle) nas seguintes concentragdes: 20, 50, e 100 (ppm de U). O controle ¢ as
medidas da quantidade de alimento ingerido e de peso animal foram feitas diariamente

durante o experimento, depois do qual os animais foram sacrificados e dissecados.

4.4.1 Procedimento Experimental e Resultados — Andlise de Ossos

As amostras de osso (fémur) de cada grupo foram calcinadas, moidas e
homogeneizadas. As cinzas foram seladas em pldstico e pesadas (~50mg) para serem
irradiadas juntamente com as amostras de Ouro (nua e coberta com Cddmio), por um
periodo de 3 minutos no reator IEA - R1 do IPEN, garantindo assim as mesmas condi¢des

de irradiagio.

Apds a irradia¢do, a amostra de 0sso e as amostras de Ouro eram submetidas a uma
hora de contagem, respectivamente, no espectrdmetro -y, permitindo o cdlculo da drea
referente as energias das transicdes gama de interesse, bem como da energia de 411 keV do
17 Au, para o cdlculo do fluxo de néutrons utilizando as relagdes descritas na se¢io 2.1. A
contribui¢do de fundo foi avaliada em todos os espectros, bem como a corre¢io de dngulo
sélido e tamanho da fonte [43]. Todos os espectros foram analisados utilizando-se o

programa IDF [41].

Para ilustrar, na FIG. 15 € apresentado o espectro-y parcial do material bioldgico

ativado (0sso0).
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Figura 15a: Espectro-y (parcial) do material biolégico ativado (osso do grupo controle),
onde os picos nio identificados em termos de energia correspondem ao Bg (radiacdo de

fundo).
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Figura 15b: Espectro-y (parcial) do material biolégico ativado (osso do grupo controle)

onde: Bg € a radiagdo de fundo e SE e DE Simples e Duplo Escape da radiagao-.
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Na TAB. 8 sio apresentados os resultados da andlise de osso do animal controle ¢
os limites de detecgiio para cada clemento ¢ na FIG. 16 o comportamento dos clementos Ca

¢ Mg em osso dopado com U em comparagdo com o animal controle.

Tabela 8: Concentragio ¢ limite de detecgiio dos clementos presentes na amostra de 08so

do animal controle.

Elemento Concentracao Limite de deteccao (3c) [44]
(g Kgh) (ugg’)
Ca 33,90+0,13 258
Cl 0,75 £ 0,06 26
K 6,99 0,18 495
Mg 0,44 +0,04 346
Na 3,09 £0,03 14
Sr 0,41+ 0,05 26
36000 |- _o—_cCa
I —s—M g
34000 | oo
73 32000 r u\/‘:
Z’ 30000 b
. x L
=t [
g 600
E i by I 1
g 400 L E 1 1 1
o s
200 |
0L ’ 2'0 ‘ 4‘0 i 6‘0 ' 80 ‘ 100

Dopagem (U-ppm)

Figura 16: Comportamento dos elementos Cdlcio ¢ Magnésio nas amostras de osso. Os

dados referentes ao animal controle estdo representados no ponto 0 ppm no grifico.




EXPERIMENTOS COM ANIMAIS 44

4.4.2 Procedimento Experimental e Resultados ~ Andlise de Orgaos

Para andlisc figado e misculo foi seguido 0 mesmo procedimento descrito na segio

4.4.1.

Para ilustrar, nas FIG. 17 e 18 sio apresentados os espectros-y parcials dos

materiais bioldgicos ativados figado e musculo, respectivamentc.
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Figura 17a: Espectro-y (parcial) do material biolégico ativado (figado do grupo controle)

onde: SE e DE Simples e Duplo Escape da radia¢do-y.
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Figura 18a: Espectro-y (parcial) do material biolégico ativado (musculo do grupo

controle) onde: Bg € a radiagiio de fundo e DE Duplo Escape da radiagdo-y.
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Figura 18b: Espectro-y (parcial) do material biolégico ativado (musculo do grupo

controle) onde: Bg € a radiagio de fundo e SE e DE Simples e Duplo Escape da radiagdo-y.

Nas TAB. 9 e 10 sdo apresentados os resultados da andlise de figado e misculo do

animal controle e os limites de detecgdo para cada elemento, respectivamente.

Tabela 9: Concentragio e limite de detecg¢do dos elementos presentes na amostra de figado

do animal controle.

Elemento Concentragao Limite de deteccao (30) [44]
(g Kg™") (ug g™
Al 0,31 £0,03 58
Br 0,042 + 0,004 4,4
Cl 12,5+0,4 53
K 229+1,0 744
Mg 2,4+0,2 488
Mn 0,145 + 0,005 3,1
Na 7,5 +0,2 22
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Tabela 10: Concentragiio e limite de deteccdo dos elementos presentes na amostra de

musculo do animal controle.

Elemento Concentragéo Limite de detecciio (35) [44]
(gKg™) (ug g

Al 0,42 £0,03 38
Br 0,019 0,002 2,2
Ca 0,95 0,25 122
Cl 2,43+0,11 27

I (1,53 40,52) 10~ 1

K 157408 538
Mg 3,25+0,24 411
Mn 0,010 £ 0,001 2,3
Na 1,86 £ 0,20 16

4.5 Experimentos com Frangos Cobb: Aplicagdo de Metodologia Nuclear para
Estudo de Ossos

Com o objetivo de verificar a incorporagdo de Urdnio em aves, 40 frangos da raga
Cobb foram alojados em gaiolas num ambiente controlado e aleatoriamente divididos em
dois grupos experimentais. Cada grupo, a partir da primeira semana de vida recebeu ragdo
com diferentes composigdes, a saber: Grupo I: Ragdo béasica (milho e farelo de soja):
Grupo II: Ragdo bésica acrescida de 20 ppm de nitrato de Uranilo. O periodo de

experimentacgdo foi de 56 dias.

A partir do 14° dia, dois animais de cada grupo foram quinzenalmente sacrificados

¢ as tibias foram imediatamente removidas e congeladas.

4.5.1 Procedimento Experimental e Resultados

As amostras de ossos foram pesadas individualmente e transferidas para cadinhos
de porcelana onde foram mantidas em estufa (80°C), durante aproximadamente 12h, para
retirada do excesso de dgua . Em seguida as amostras foram colocadas sob uma placa

aquecida (180°C), durante 8h, visando a carboniza¢io do material. A conversio dos 0ssos
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cm cinzas foi obtida submetendo o material carbonizado a uma temperatura de 600°C cm

mufila durante 4h.

As cinzas de cada grupo foram pesadas (~ 50mg) ¢ seladas em plistico. sendo
irradiadas juntamente com as amostras de Ouro (nua e coberta com Cidmio). por um
periodo de 3 minutos, no reator IEA - R1 do IPEN garantindo assim as mesmas condigdes

de irradiacio.

Apds a irradiagdo, cada amostra de osso e as duas amostras de Ouro cram

submetidas a uma hora de contagem, respectivamente, no espectrometro -y, permitindo o

cdlculo da drea referente s energias das transigdes gama de interesse no 0sso, bem como

da energia de 411 keV do '*’Au, para o cdlculo do fluxo de néutrons utilizando as relagdes
descritas na se¢fo 2.1. A contribuicdo de fundo foi avaliada em todos os espectros, bem
como a corre¢do de angulo sélido e tamanho da fonte [43]. Todos os espectros foram

analisados utilizando-se o programa IDF [41].

Para ilustrar, na FIG. 19 € apresentado o espectro-y parcial do material biolégico

ativado (o0sso).
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Figura 19a: Espectro-y (parcial) do material biol6gico ativado (0osso do grupo controle)

onde: Bg € aradiagdo de fundo e SE e DE Simples e Duplo Escape da radiagio-y.
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Figura 19b: Espectro-y (parcial) do material biolégico ativado (osso do grupo controle)

onde: Bg € a radiagio de fundo e SE e DE Simples e Duplo Escape da radiagdo-y.

Na TAB. 11 sio apresentados os resultados da andlise de osso do animal controle e
os limites de detecgdo para cada elemento e na FIG. 19 o comportamento dos elementos Ca
e Mg em osso de frangos submetidos a dieta com ragdo dopada com Urinio em

compara¢ao com o animal controle.
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Tabela 11: Concentragio e limite de detecgdo dos clementos presentes na amostra de 0sso

do animal controle.

Elemento Concentracao Limite de deteccao (3c) [44]
(g kg (ng g
Al 1,44 £ 0,07 85
Ca 232 £51 510
Cl 9,6 £0,4 51
K 4,98 £0,48 980
Mg 16,8 0,7 685
Mn 0,072 £ 0,003 4.3
Na 14,14 £ 0,50 28
Sr 0,37 £0,03 52
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Figura 20: Comportamento dos elementos Cdlcio e Magnésio nas amostras de osso. Os

dados referentes ao animal controle estdo representados no ponto O ppm no gréfico.
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CAPITULO 5: CONCLUSOES

No presente trabalho foi realizado um estudo detalhado da viabilidade do uso da
téenica de ativagdo neutrdnica para realizagio de andlises clinicas de urina e sangue. com o
objetivo de auxiliar o estudo das func¢des biolégicas de animais submetidos & ingestdo

cronica de Uranio.

A técnica de ativag@o neutrdnica foi empregada também para andlises de 0ssos e

demais 6rgdos fornecendo dados complementares para a avaliagdo de danos ou lesdes nos

animais.

Basicamente, o procedimento proposto consiste em irradiar pequenas quantidades
de material biolégico com néutrons, no Reator [EA - Rl e analisar a radiagdo gama
induzida apds a ativagdo nuclear. Esta anilise fornece tanto informagdes sobre o fluxo de

néutrons bem como dos materiais ativados.

Para agilizar as andlises e diminuir gastos empregou-se 0 método absoluto para
determinacdo da concentrag¢do dos elementos de interesse nas amostras bioldgicas de urina

e sangue total bem como na andlise de 6rgios e 0ssos.

Os resultados das andlises nucleares quando comparados com os dados das andlises
convencionais utilizadas permitiram algumas previsdes positivas. As conclusdes mais

importantes sio discutidas a seguir.

v' trata-se de um método sensivel e preciso para avaliar a concentragio de elementos
tragos tais como: Al, Br, Ca, CJ, Fe, I, K, Mg, Mn, Na, Sr e Zn, em diferentes materiais

bioldgicos;

v' permite a avaliagdo simultnea da concentragio de elementos de interesse em sangue

(FIG. 13) e urina (FIG. 14), 0 que nem sempre ¢é possivel via andlise convencional;
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v" fornece dados a respeito do quadro clinico dos organismos em estudo no decorrer do
experimento (concentragio dos elementos tragos presentes nas amostras bioldgicas)
utilizando quantidades significativamente menores de material bioldgico. Desta forma
¢ possivel a investigagdo clinica de animais de pequeno porte, sem desgaste dos
mesmos, pois a realizagio dos vdrios examcs necessdrios via andlise clinica
convencional (TAB. 1), nio ¢ vidvel em fung¢io da elevada quantidade de material a ser

coletado:

v" redugido de custos tanto em fungdo dos gastos com relagdo a realizacio das andlises

clinicas convencionais, bem como em fun¢io da metodologia nuclear aplicada:

v" obtengdo da concentragdo via método absoluto, a qual elimina o uso de padrdes:

v" redugdo do tempo tanto na execugio como na obtengdo dos dados para as anilises.

Além disso, a metodologia nuclear fornece subsidios para realizagdes futuras de .

outras andlises de materiais biolégicos (como: fezes, unha, cabelo, etc) via ativagdo de
nicleos emissores de radiagdo gama. Um desdobramento importante deste estudo resultou
na possibilidade da obtengio dos valores de normalidade para andlise de sangue total em
individuos. Isto gerou a elaboragio de um projeto em colaboragdo com o Departamento de

Anilises Clinicas da UNISA.

Com relagdo as limitagbes do método, tem-se a necessidade do uso do Reator
Nuclear e a execucdo das andlises clinicas por um técnico com formagdo em Protegio

Radiol6gica. Entretanto, é importante ressaltar que a baixa atividade induzida permite o

descarte do material ativado ou seu armazenamento sem necessidade de blindagem

decorridos dois dias apGs a irradiagio.
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