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Qualificagao do principal problema a ser abordado

As aguas minerais constituem um dos mais antigos métodos de tratamento para
diferentes tipos de enfermidades e vém sendo utilizadas pelo homem ao longo do

tempo em todas as partes do mundo (Routh et al., 1996).

De acordo com o Cédigo de Aguas Minerais do Brasil, aguas minerais s&o classificadas
como aquelas “aguas provenientes de fontes naturais ou artificialmente captadas, que
possuam composi¢cdo quimica ou propriedades fisicas ou fisico-quimicas distintas das aguas

comuns, com caracteristicas que lhes confiram uma acdo medicamentosa” (DNPM, 1966).

A agua mineral € um tipo particular de agua subterrdnea cuja formagdo resulta da
ressurgéncia das aguas das chuvas infiltradas a grandes profundidades através de fraturas e
falhas, em velocidade muito lenta, e impulsionada pelo peso da coluna de agua superposta ou
por gases e vapores nelas presentes. A composi¢do quimica destas aguas, portanto, reflete a
percolagdo em camadas geoldgicas, isto é, em seu percurso descendente, a agua fica
submetida a temperaturas e pressdes elevadas, solubilizando rochas e minerais (Martins et al.,
2002).

Aguas minerais naturais cuja composicao fisico-quimica seja indicada ao uso terapéutico
sao chamadas de aguas minero-medicinais e sua utilizagdo € conhecida como crenoterapia ou
balneoterapia (Coccheri et al., 2008). Esta pratica, utilizada ha varios séculos, refere-se ao
conjunto de atividades terapéuticas desenvolvidas no espago de um estabelecimento termal e
que tem como agente terapéutico o uso de aguas minerais com propriedades que podem

prevenir e tratar varios tipos de patologias (Bender et al., 2007; Falagas et al., 2009; Kiligoglu



et al., 2010; Keller et al., 2014; Cantone et al., 2015, Vieira et al., 2016; Kovacs et al., 2016).
Embora no Brasil ainda ndo seja bem aceita como uma terapia complementar, esta pratica é
frequentemente utilizada em outros paises. Estes tratamentos sdo realizados em estancias

termais, balnearios e spas e geralmente estdo associados aos setores de hotelaria e comércio.

As aguas minerais sdo classificadas, de acordo com o Cédigo das Aguas Minerais, decreto
de lei N° 7841 de 8 de agosto de 1945, (DNPM, 1945), quanto a composigdo quimica em:
oligominerais, radiferas, alcalino-bicarbonatadas, alcalino-terrosas (alcalino-terrosas calcicas,
alcalino-terrosas magnesianas), sulfatadas, sulfurosas, nitratadas, cloretadas, ferruginosas,
carbogasosas e radioativas. Aguas radiferas sdo aquelas que contém substancias radioativas
dissolvidas que Ihes atribuem radioatividade permanente (isétopos de uréanio, de tério, de radio,
potassio, entre outros). Radioativas sdo aquelas que contém radénio dissolvido sendo

classificadas em fracamente radioativas, radioativas, fortemente radioativas e toriativas.

O Coddigo das Aguas Minerais também reconhece a agdo medicamentosa das aguas
minerais, bem como, sua utilizacdo em crenologia. As aguas minero-medicinais sao produtos
naturais provenientes de um manancial e que mantém as caracteristicas de pureza original da
fonte ou emergéncia. Nao sado estéreis, posto que podem possuir um microbiota caracteristica
de cada aquifero. Cada manancial possui uma composi¢cdo quimica especifica (constituintes
em quantidades macro, micro e trago, elementos radioativos e gases dissolvidos, dependendo

do tipo de agua) e que deve se manter estavel ao longo do tempo.

O uso de recursos hidrotermais para prevengédo e tratamento da saude é amplamente
difundido nos paises europeus, onde contribui com mais de 1 milhdo de empregos diretos e
indiretos atraindo anualmente mais de 5 milhées de pessoas (Bouvier, 2014), e em diversas
outras regides. Estes tratamentos sao baseados em ingestdo da agua, banhos e imersdes em
aguas minerais termais e na inalagdo dos gases presentes na agua. O tratamento termal
provoca um conjunto de efeitos que se obtém devido & composicao especifica da agua minero-
medicinal coadjuvado pelos efeitos derivados do ambiente termal, da aplicagdo das técnicas
termais e também de outras terapias. Os efeitos terapéuticos destas aguas resultam, além das
suas qualidades fisicas, quimicas e bioldgicas, também da via de administragdo e técnicas de
aplicagdo. Apesar das varias aplicagbes terapéuticas e recomendagbes ao uso de aguas
termais na prevencgdo e/ou tratamento de diversas afe¢cées nas mais diversas areas, varios
estudos confirmaram a capacidade das aguas termais para melhorar determinadas afecdes
cutaneas (Harari et al., 2012; Martin et al., 2015; Klim et al., 2016).

Entre os gases inalados encontra-se o radénio, que em protecdo radiologica esta
geralmente associado, juntamente com seus produtos de decaimento, a exposi¢cao a dose de
radiagdo e seu risco potencial ao cancer de pulmao (ICRP-32, 1981, Porstendorfer, 1993). No
entanto, diversos centros termais o utilizam, ha décadas, como agente terapéutico,

principalmente no tratamento de doengas reumaticas (Tempfer et al., 2005).

No Brasil existem diversas localidades em que a agua € utilizada como recurso terapéutico,
tais como as cidades de Amparo, Pedreira, Serra Negra, Linddia, Socorro e Sdo Pedro, no



estado de Sdo Paulo; Cambuquira, Caxambu, Lambari, Aguas de Santa Barbara e Sao
Lourengo em Minas Gerais; Rio Quente, Santa Lagoa em Goias; Aguas Mornas em Santa
Catarina; Foz do Iguagu e Itaipulandia no Parana; Cipo, Caldas do Jorro e Paulista Piratininga
na Bahia; entre outras. Nas cidades de Aguas de Linddia (SP), Aguas de Sao Pedro (SP) e
Pogos de Caldas (MG) os tratamentos crenoterapicos estdo integrados ao Sistema Unico de

Saude (SUS), atendendo milhares de pacientes anualmente (comunicagao pessoal).

Embora o Cédigo das Aguas Minerais estabeleca que a acdo medicamentosa das
aguas minerais deva ser comprovada de maneira inconteste e do atendimento aos
pacientes do SUS, principalmente para problemas de afeccbes cutaneas
(comunicacado pessoal), sdo praticamente inexistentes os trabalhos cientificos que
busquem esta comprovagdo. Desta forma, este projeto propde um estudo do
tratamento de psoriase com a utilizagcdo das aguas minero-medicinais das fontes
termais das cidades de Aguas de Lindoia, Aguas de Sao Pedro e Pogos de Caldas em

modelo animal.

A psoriase é uma doenca inflamatéria comum, caracterizada por hiperproliferagao
da epiderme. Na patogénese interagem condi¢gbes genéticas e respostas imunologicas
aos fatores externos, os quais sdo necessarios tanto ao aparecimento quanto a
evolucdo. Trata-se de doencga incuravel, caracterizada por periodos de remissdes e
exacerbagdes, cujo diagnostico ¢é fundamentalmente clinico. Entretanto, a
balneoterapia com agua mineral tem mostrado melhorar quadros de psoriase sem
modalidades adicionais de tratamento, apresentando efeitos quimicos, térmicos,

mecanicos e imunomodulatérios (Peroni et al., 2008; Taboli et al., 2009).

O modelo experimental da inducédo de psoriase pela droga Imiquimode tem sido
amplamente usado para estudos em modelo animal com camundongos (Van de Fits et
al, 2009, Lee et al., 2014). A aplicacdo de Imiquimode induz a expressao epidérmica
das Interleucinas 23 e 17 e aumenta a produgdo de células Th17, consideradas

importantes agentes na patogenia da doenca (Van der Fits et al., 2009).

Adicionalmente, sera também realizada a completa caracterizagdo quimica e radiologica
destas aguas pela determinagao de seu teor de elementos radioativos, maiores e trago. Entre
os elementos radioativos sera dada atencgao principalmente ao teor de radénio, tanto dissolvido

na agua, quanto ao atmosférico no local onde sao feitos os tratamentos.

O ?22Rn é formado como um produto da série radioativa do 2%U a partir do
decaimento alfa do ??Ra e possui a capacidade alta capacidade de difus&o para o ar,
sendo as aguas minerais e/ou termais fontes importantes deste gas ??2Rn (Tabar e

Yakut, 2014), pois apos a exalagéo pode ser inalado pelos individuos juntamente com



aquele que se difunde do solo e das paredes do local (Maduar et al., 2011, Campos e
Pecequilo, 2003).

O 238U representa 99,27% do uranio natural que é encontrado em toda a crosta terrestre na
forma de minérios de uranio e em quantidades trago em todos os tipos de rochas e minerais. Ja
tério natural € composto por 100% de 232Th. Os radionuclideos das séries naturais do 238U e do
282Th estao presentes nos solos, rochas e sedimentos e dissolvem-se nas aguas subterraneas.
O 4K representa aproximadamente 0,0119 % do potassio encontrado na natureza com uma
atividade especifica de aproximadamente 3:10* Bg/kg (Einsenbud, 1987).

Os materiais dissolvidos e particulados da agua tém composi¢cao determinada pela
geologia local, cobertura vegetal e uso do solo, carregando assim, a assinatura
geoquimica da regiao (Bricker e Jones, 1995). Desta forma, a disponibilidade dos
recursos hidricos para determinados tipos de uso, incluindo seu uso terapéutico,

depende fundamentalmente de sua qualidade fisico-quimica, biologica e radioldgica.

Varios estudos mundiais sobre os niveis de radionuclideos naturais em balnearios
tém mostrado niveis elevados da concentracdo desses elementos (Radoli¢ et al.,
2005, Campos et al., 2010, Oner et al., 2013). Uma vez que os balnearios de Aguas de
Linddia e Pogos de Caldas sdo conhecidos por suas aguas radioativas (Bonotto, 2016)
verificar-se-a também a influéncia da composicao da agua em suas propriedades

terapéuticas.
Objetivos a serem alcangados

O presente projeto pretende avaliar os efeitos do banho em agua minero medicinal
de Aguas de Lindéia, Aguas de S&o Pedro e Pocos de Caldas & resposta dérmica e
imunoldgica de psoriase induzida em um modelo experimental com camundongos. O
perfil da pele e de citocinas do sangue serdao comparados entre camundongos
submetidos & balneoterapia com &gua minero medicinal de Aguas de Lindéia, Aguas
de Sao Pedro e de Pogos de Caldas e submetidos ao banho com agua deionizada,
como reportado em Lee et al. (2014). Também serdo avaliados cortes histolégicos da

evolucao da doencga e apds a aplicagao das imersées dos camundongos em aguas.

Além disso, caracterizar-se-a as aguas em estudo quanto as suas propriedades
fisico-quimicas, teor de elementos radioativos, maiores e trago: temperatura, pH, Eh,
oxigénio dissolvido, solidos totais, alcalinidade, ??°Ra, ??Ra, 2'°Pb, ?22Rn, As, Ba, Br,
Ce, CI, Cs, Co, Cr, Eu, Fe, Hf, K, La, Lu, Mg, Mn, Mo, Na, Pd, Nd, Rb, Sb, Sc, Se, Sm,
Ta, Tb, Th, Ti, U, V, Yb, Zn e Zr. Nos ambientes onde sdo realizados os tratamentos
serdo determinados também os niveis de ?22Rn no ar para avaliagdo da exposicdo dos

individuos que o frequentam para tratamento, lazer e para trabalho.



3. Centros do IPEN participam da proposta InterCentros
CRPq — Paulo Sergio Cardoso da Silva
CMR — Marcelo Francis Maduar

CB - Patrick Jack Spencer

4. Metodologia a ser empregada

4.1 Amostragem

Para as analises fisico-quimicas, quimicas, radionuclideos e de teor de ???Rn
dissolvido as amostras serdo coletadas nos Balnearios Municipais de Aguas de
Lindoia, Aguas de Sdo Pedro e Pogos de Caldas, quatro vezes ao ano, em periodos
correspondentes as diferentes estagbes do ano para incluir as variagdes dos periodos

de chuva, durante dois anos.

Para as analises fisico-quimicas as amostras serdo coletadas em frascos
previamente descontaminados com HNOs; e as medidas de temperatura, pH, Eh e
oxigénio dissolvido serdo realizadas no préprio local de coleta. Uma amostra sera

levada ao laboratério para determinacao de sélidos totais, e alcalinidade.

Para as analises quimicas e radiométricas as amostras serao coletadas em frascos
previamente descontaminados com HNOs; e aciduladas em pH 2 no laboratério do
IPEN.

Para determinagdo do teor de 2??Rn dissolvido, as amostras serdo coletadas
visando minimizar ao maximo a perda de radbénio. A coleta sera realizada com o
auxilio de uma seringa de vidro e as amostras colocadas diretamente nos frascos
cintiladores contendo o coquetel de cintilagdo. De acordo com (Salonen, 1993), uma
quantidade de amostra:coquetel, na razdo 10:12, preenche quase que totalmente o
frasco, diminuindo assim a perda de radénio para o ar. Depois de coletadas, as
amostras sao tampadas e agitadas aproximadamente por um tempo de 1 minuto. As
amostras serao mantidas em auséncia de luz ultravioleta (solar e fosforescente) e sob
refrigeragéo por um periodo de aproximadamente 30 dias, tempo necessario para que
ocorra o equilibrio #°Ra/???Rn (Salonen, 1993). O teor de ???Rn sera determinado pela
diferenga entre o ?Ra medido no frasco de cintilagdo e o 2??Ra medido

separadamente em uma amostra sem o ???Rn.



Para utilizacdo do modelo experimental em modelo animal para tratamento de
psoriase, as amostras de agua serao colocadas em recipientes de polietileno
previamente lavados com acido cloridrico diluido e agua destilada e, antes da
amostragem, com a propria agua das fontes. Os recipientes de polietileno devem ser
mergulhados em solugéo de hipoclorito a 25% por 30 minutos, tomando cuidado para
nao formar bolhas de ar e mantidos fechados por este periodo. Passados os 30
minutos os frascos serdo enxaguados trés vezes com agua purificada e entao, secos
em estufa, para ndo haver recolonizacdo de bactérias devido a umidade residual. Os
recipientes devem ser armazenados vedados até o momento da coleta. Esta

desinfeccao é valida por sete dias.

Nos locais de coleta, os recipientes serdo inicialmente lavados com agua das
fontes e entdo preenchidos até a borda, tampados hermeticamente para evitar a
entrada do ar e evaporacgao, rotulados com a data e a hora da amostragem e levados
ao laboratério do IPEN (Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, Sdo Paulo),
onde as amostras serdo armazenadas a 4°C. Uma vez que a amostra ndo sera
esterilizada e devera ser usada “in natura” o menor tempo entre a coleta e a atividade
experimental deve ser priorizado, para que as propriedades da agua nao alterem
muito. No momento de serem usadas para os tratamentos propostos, as amostras de

agua serdo aquecidas até a temperatura que apresentavam no momento da coleta.
4.2 Estudo clinico do tratamento de psoriase em modelo animal
4.2.1 Animais

O estudo sera realizado utilizando 30 camundongos C57BL/6, machos e
fémeas de 20 a 30 g, do laboratério do biotério do IPEN, com idades variando entre 6
e 8 semanas. Os animais serdao mantidos sob condi¢des controladas com um periodo
de luz-escuridao de 12:12 h, temperatura de 24 + 1 °C e a uma dieta comercial e agua
ad libidum. Os animais terdo um periodo de adaptacéo de 2 semanas em suas gaiolas
individuais e todos os procedimentos utilizados no presente estudo cumprirdo os
procedimentos aprovados pelo Comité de Etica da Comissdo do IPEN e conformado
com as normas internacionais (em anexo esta a aprovagdo da Comissdo de Etica no

Uso de Animais).
4.2.2 Inducao de psoriase em modelo experimental por Imiquimode

Completada as 6 - 8 semanas de idade, os camundongos (n=30) receberéo
uma dose tépica diaria de 6,25 mg de creme de Imiquimode (IMQ) comercialmente
disponivel (Aldara, 3M Pharmaceuticals, St. Paul, MN, EUA). O protocolo a ser

seguido sera baseado naquele estabelecido por Lee et al. (2014), pois estes autores



sd0 0s unicos que descrevem a agdo de imersdo de camundongos em agua apés a
inducdo de IMQ, com a diferenca de que utilizam uma quantidade de 4,15 mg de
creme IMQ em cada aplicagcédo. Esta alteragdo foi proposta visto que a literatura em
geral cita a aplicagcéo de 6,25 mg de IMQ no dorso do animal, equivalente a 3,125 mg
de principios ativos, como a quantidade necessaria para indugdo de inflamacao
cutdanea em camundongos com melhores resultados em termos de reprodutibilidade
(van der Fits et al., 2009).

Todas as aplicagbes tépicas deverdao cobrir uma area de 10% da pele dorsal
posterior, tricotomizada, durante 5 dias consecutivos. Imediatamente apds o periodo
de aplicacao do IMQ tera inicio o tratamento com as aguas termais propostas. Durante
o periodo de tratamento (duas semanas), a avaliagdo das lesdes (evolugdo ou
regressao) sera feita fotografando-se o dorso do animal aos dias 1°, 4°, 7°, 10° e 14°
do tratamento. Para que os animais sejam fotografados, estes serdo anestesiados
com cetamina (75 — 100 mg/kg de peso) e xilazina (6 — 10 mg/kg peso). Uma fotografia
do dorso do animal, ja tricotomizado, também sera feita antes da aplicagéo do IMQ. A
partir destas imagens serdo avaliados, independentemente numa escala de 0 a 4,
eritema, descamacao e espessamento da pele, com base na clinica Area de Psoriase
e indice de Severidade (PASI), sendo 0, nenhum; 1, ligeiro; 2, moderado; 3, severo; 4,
muito severo. O nivel de eritema sera avaliado utilizando uma tabela de pontuacao
com manchas vermelhas por um médico dermatologista nao integrante da equipe

desta pesquisa.
4.2.3 Tratamento

Um grupo composto por 5 animais recebera o creme IMQ e apdés o
aparecimento das lesdes na pele seréo sacrificados para constituirem o grupo controle
positivo de lesdo. Cinco camundongos receberdo creme de vaselina (Unilever,
Greenwich, CT, EUA) e apds o mesmo periodo de aplicagdes também serao
sacrificados como controle negativo da lesao. O sacrificio consistira da administracao,
por via intraperitoneal, de uma sobredosagem de cetamina 300mg/kg + xilazina
30mg/kg. Para o tratamento, cinco camundongos comporéo o grupo teste de imerséo
em agua mineral de Aguas de Linddia (Grupo A); cinco, de Aguas de Sdo Pedro
(Grupo B); cinco, de Pogos de Caldas (Grupo C) e cinco animais receberao tratamento
com agua deionizada que consistira no controle de tratamento em agua. Todas as
amostras de aguas serdo mantidas nas mesmas condicbes de temperatura do
momento da coleta na torneira em cada balneario quando de seu uso durante a

terapia experimental.



A imersdo de pacientes com psoriase que procuram as aguas termias de
Aguas de Linddia, Pogos de Caldas ou Aguas de Sdo Pedro costuma durar 20 minutos
diarios, por uma semana. Assim, seria interessante proceder a terapia experimental
em uma imersao individual do camundongo em agua correspondente ao seu grupo por
igual periodo de tempo. Entretanto, o protocolo de Lee et al. (2014) para modelo
animal sugere banhos de imersdo de cinco minutos por dia, por duas semanas. Esta
duracdo esta de acordo com a balneoterapia em psoriase que preconiza banhos por
duas (Boros et al.,, 2013; Galve et al., 2012) ou trés semanas (Seite et al., 2016).
Desta forma, para o protocolo proposto para este trabalho, os camundongos serao

tratados por suas semanas com imersdes de 5 minutos.

Para as imersdes, os animais serdo colocados em um recipiente cilindrico, com
didmetro aproximadamente igual ao comprimento de seu corpo e altura de pelo menos
trés vezes o seu tamanho, em pé, para evitar que este tenha condi¢des de sair do
recipiente durante o banho. Para construcio destes recipientes serdo utilizados canos
de PVC empregados em instalagdes hidraulicas. A quantidade de agua adicionada
sera a suficiente para cobrir o dorso do animal de forma que este fique com a cabeca

fora da agua.
4.2.4 Dosagem de citocinas

Apo6s o periodo de tratamento da psoriase induzida por IMQ (incluindo os
grupos controle positivo, ndo tratado e controle negativo, tratado com vaselina) com as
diferentes aguas em analise, os animais pertencentes a cada grupo serao
eutanaziados e amostras de soro serao coletadas e estocadas a -70°C para analise de
IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-17a por imunoensaio a ser realizado no laboratério de Imunologia

da Faculdade de Medicina Veterinaria.
4.2.5 Avaliagao histolégica

Apds o periodo de tratamento de duas semanas, a pele dorsal de cada
camundongo sacrificado (controles positivo, controle negativo e testes) sera retirada e
submetida a avaliagdo histolégica no Laboratério de Microscopia (Laboratério de
Matriz celular — Reumatologia USP), quanto a alteragéo da derme, epiderme e células
imunologicas. Sera indicado ao laboratério o protocolo sugerido por Lee et al (2014)
que consiste em fixar as amostras de pele com paraformaldeido a 10% e incorporadas
em parafina. Para remover a parafina das secgdes de tecido que foram nela
embebidas sera empregado xileno como solvente e em seguida as amostras serdo
reidratadas numa série graduada de solugéo de alcool. As laminas serdo coradas com

hematoxilina padréo (Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis, MO, EUA) e eosina



(Sigma-Aldrich Chemical Co.). A espessura da epiderme também podera ser

examinada sob um microscépio optico.

4.3 Determinagdo da concentragdo de ??2Rn na agua por meio da técnica de

deteccao por cintilagao liquida.

A determinagdo da concentragdo de ???Rn na agua sera feita espectrometria de
cintilacao liquida (LSC), que é uma metodologia comumente empregada para a
quantificagdo do 222Rn em &gua desde os anos 80 (Salonen, 1997). E uma técnica que
permite analisar um grande numero de amostras em série, de maneira facil, rapida e
precisa. Sua aplicagdo para a determinagdo de ?°Rn em aguas subterrdneas e de
abastecimento publico tem sido descrita na literatura (Salonen 1993; Salonen e
Hukkanen, 1997; Lopez et al. 2004).

O Laboratério de Radiometria Ambiental do IPEN possui o espectrometro
Perkin Elmer Quantulus 1220. Este espectrdbmetro de cintilagdo liquida possui um
analisador de forma de pulso (PSA) o qual permite a separagao de emissdes a/f e
ainda possibilita baixissimos niveis de background, caracteristicas necessarias para a

determinacéo de ???Rn na agua.

4.4 Determinagéo da concentragédo de 23U e 2%2Th e composigdo quimica da

agua por meio da técnica de analise por ativacdo neutrénica instrumental

As determinacdes das concentragdes elementares serdo realizadas por NAA.
Esta técnica consiste no bombardeamento de um dado material seguido da medida da
radioatividade induzida. Em geral, a irradiacdo é feita com néutrons térmicos e a
radioatividade resultante € medida usando-se a espectrometria dos raios gama

emitidos pelos radiois6topos formados (IAEA, 2001).

A anadlise por ativagdo com néutrons instrumental (AANI) € um método de
analise nao destrutivo e multielementar. O tempo de irradiagdo das amostras depende
dos elementos que se deseja analisar, no caso dos elementos a serem analisados
neste trabalho as amostras sao irradiadas por periodos de 20 segundos (irradiagcao
curta) e de 8 horas (irradiagdo longa), sob um fluxo de néutrons de 10"n cm2 s™'. Na
irradiacdo curta as amostras serdo contadas apds um tempo de resfriamento de 2
minutos para determinacdo dos elementos Mg, V e Ti e novamente apos um tempo de
resfriamento de 1,5 horas para determinagdo de Mn, Na, CIl, K e Pd. Na irradiacao
longa as amostras serdo contadas apds um tempo de resfriamento de 5 a 6 dias para
determinacgao de As, Br, La, Nd, Sb, Sm e U e novamente apds um periodo de 13 a 15
dias para determinagao dos elementos Ba, Ce, Cs, Co, Cr, Eu, Fe, Hf, Lu, Rb, Sc, Se,
Ta, Tb, Th, Yb, Zn e Zr.



Uma vez que cada radioisétopo produzido no processo de ativagao possui
caracteristicas de emissdo (meia vida e energia das particulas ou radiagdo gama

emitidas) é possivel efetuar determinagbdes por comparagao com padrdes certificados.

A concentracdo € obtida pela comparacdo das areas de picos, obtidos nos
espectros gama das amostras irradiadas e dos materiais de referéncia que sao

irradiados juntamente com as amostras.

A preparagdo das amostras de agua para irradiacdo seguira o seguinte
procedimento: aproximadamente 1L de amostra sera pesado e colocado em chapa
aquecedora para concentragao por evaporagao até aproximadamente 20 a 30 mL, que
serao resfriados a temperatura ambiente e posteriormente pesados para determinagao
do fator de concentragédo. Da solugao final, aproximadamente 1 mL (também pesado)
sera transferida para papel de filtro com auxilio de micropipeta e deixada para secar
sob lampada infravermelha. Apds a secagem do papel, este sera dobrado e embalado

em sacos plasticos de polietileno e enviados para irradiacéo.

Como padrdes serao utilizados solugbes sintéticas, preparadas por diluicao a
partir de solugbes padrao (SPEX CERTIPREP).

Uma vez que as concentragdes elementares sdo geralmente muito baixas
nestas amostras torna-se necessario um estudo detalhado do branco do procedimento
analitico. Para verificar possiveis interferéncias serdo determinadas as atividades
resultantes da ativacdo do papel de filtro e dos reagentes utilizados (HNOs3) na

determinagao das concentragdes dos elementos presente em amostra.

4.5 Determinagao da concentragdo de %?°Ra ??%Ra e 2'°Pb na agua em contador

proporcional de fluxo gasoso:

A determinagdo da atividade do ??°Ra e ?2Ra em agua sera realizada pela
contagem alfa total e beta total de um precipitado de Ba(Ra)SOs em detector
proporcional de fluxo gasoso com baixa radiacdo de fundo. A determinacdo da
concentragdo de 2'"°Pb em agua sera realizada pela medida beta total de um
precipitado de PbCrOs em detector proporcional de fluxo gasoso com baixa radiagao

de fundo.

Adiciona-se a 1 litro de amostra 1mL de carregador de Ba*?> e 1mL de
carregador de Pb*?, com concentragdo 20 mg mL". Em seguida adiciona-se gotas de
indicador vermelho de metila e 10 mL de &cido citrico 1 M. Em seguida, sob agitagao,
adiciona-se NHisOH concentrado até a viragem do indicador de vermelho para

amarelo.



A solugao sera levada a aquecimento até quase a ebuligdo e adiciona-se sob
agitacao, 50 mL de H,SO4 3 M e deixa-se decantar até o dia seguinte. Da solugao
obtida, descarta-se o sobrenadante e o precipitado € entdo centrifugado, lavado com
H.SO. 0,1 M e novamente centrifugado. Em seguida, adiciona-se ao precipitado 2g de
titriplex | (NTA — acido nitrilotriacético), 40 mL de agua deionizada e 7mL de NaOH 6 M
e a mistura é aquecida, em banho Maria, até a dissolucao total. A solugéo obtida,
adiciona-se 5 mL de (NH4)2SO4, com concentragdo 25 mg mL™", e o pH é ajustado
entre 4,5 e 5,0 com acido acético glacial. O precipitado obtido nesta etapa é deixado
em repouso por um dia e centrifugado. O sobrenadante é separado para determinagao

do 2'°Pb e o precipitado para determinagdo de ??°Ra e ?*Ra.

O precipitado obtido na etapa anterior para a determinagéo de ?*°Ra e ??®Ra é
dissolvido a quente, pela adigédo 2,0 g de EDTA (acido etilieno diaminatetracético) e
5mL de NHsOH concentrado. Em seguida sédo adicionados 5 mL de (NH4)2SO., com
concentragdo de 25 mg mL', e gotas de vermelho de metila. Ajusta-se, entdo o pH
com acido acético. Anota-se dia e hora da precipitagao. O precipitado é filtrado no dia
seguinte e contado vinte e um dias apds a precipitagao no detector. O rendimento do

quimico do processo é obtido gravimetricamente.

A solucdo separada anteriormente contendo 2'°Pb é adicionado 1mL de NazS 1
M a quente e deixa-se em aquecimento por 10 minutos. O precipitado obtido é lavado
com agua deionizada, centrifugado e dissolvido com gotas de HNO3; concentrado. A
solucdo ¢é filtrada e o pH ajustado entre 4,5 e 5,0 com acetato de amoénio 40%.
Adiciona-se 2,5 mL de Na;CrO, 30% a quente para que ocorra a precipitagao do 2'°Pb,
anota-se dia e hora da precipitagdo e o ?'°Pb e contado apds 10 dias no detector. O

rendimento quimico do processo é determinado gravimetricamente.

O equipamento de medida é um detector proporcional de fluxo gasoso de baixa
radiacdo de fundo, marca EG&G Berthold, modelo LB770-2, com dez detectores de 60
mm de didmetro e um contador de guarda em anticoincidéncia. O gas utilizado é o P-
10, uma mistura de 90% de argbnio e 10% metano, e as medi¢cdes sao feitas

simultaneamente nos dez detectores durante 200 minutos.

4.6 Determinacdo da concentracdo de ??Rn no ar por meio da técnica de

deteccdo passiva com detectores de tragcos nucleares

Existem varios métodos para se medir a concentracdo de radbnio no ar
(NCRP-97, 1988); esses métodos podem ser agrupados em duas técnicas basicas:
detecgao ativa e detecgcdo passiva. Na técnica de deteccdo ativa, por meio de

bombeamento, uma amostra de varios litros do ar ambiente é coletada em um filtro e



este é entdo medido. Na técnica de detecgao passiva ndo existe um processo de

coleta de ar, os detectores sdo simplesmente expostos ao ar ambiente.
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A escolha do método de medida €& baseada no tipo de informacdes
necessarias, nas caracteristicas do local monitorado, no tempo de amostragem, na
sensibilidade dos instrumentos e nos custos do projeto. Neste trabalho, sera utilizado o
método de detecgao passiva com detectores de tragos nucleares de estado sélido,
para a determinacao da concentragao de radénio no ar (Manocchi et al., 2014). Este
meétodo consiste na exposicao dos detectores ao ar ambiente e posterior tratamento
quimico do detector e leitura dos tragos produzidos na sua superficie por meio de um
microscoépio Optico. A analise de detectores tragos pode ser classificada como manual
ou automatica; essa ultima se da pela associagdo de um microscopio optico e uma
camara de video acoplada a um computador com “softwares” previamente definidos.
Esses “softwares” realizam a contagem automatica dos tragos através dos tons de
cinza presentes na imagem, tornando a leitura um processo mais rapido, confiavel e

confortavel para o operador.

A determinagdo da concentragcdo de radénio no ar com detectores de tragos
apresenta muitas vantagens, tais como: o baixo custo, a facilidade de manuseio, a alta
sensibilidade, a simplicidade da técnica de contagem dos tracos, a discriminagdo das
particulas de acordo com o tipo de ionizacio primaria e a estabilidade em condigbes

ambientais adversas.

A determinagdo da concentragdo de ?%Rn no local de estudo sera feita pelo
método de deteccdo passiva utilizando-se uma camara de difusdo (dosimetro tipo
NRPB). O dosimetro tipo NRPB é composto por duas partes plasticas, a inferior e a
superior, que se encaixam fechando-se numa camara. Esta técnica utiliza o principio
da camara de difusdo, em que apenas o gas radbnio é capaz de se difundir para o
interior do dosimetro, através de pequenos “gaps” entre as partes superior e inferior,

onde esta posicionado o detector.

O calculo das concentragdes de radonio (**Rn) no ar sera feito considerando-
se a densidade tragos obtida, o tempo durante o qual os detectores ficam expostos e
fatores de conversdao que relacionam as densidades de tracos obtidas e as

concentragdes dos radionuclideos de interesse no ar.

Os detectores serao expostos por um periodo de trés meses, quando serao
substituidos por outros até que seja completada a monitoragdo durante 1 ano, no

minimo. Apds a troca, os detectores serdo analisados no Laboratorio de Radiometria



Ambiental do IPEN. A analise compreende o ataque quimico feito com solucido de

hidroxido de potassio e a determinacédo da densidade de tracgos.
4.7 Dose efetiva comprometida

A metodologia para o calculo da dose devido a inalagao de raddnio pode seguir
duas abordagens distintas, a da dosimetria fisica (a partir da medida da dose
absorvida nas células do epitélio bronquial) ou da avaliagao epidemioldgica (a partir da

avaliagao do detrimento sofrido pelos mineiros de ferro, carvao e uranio).

Neste projeto de pesquisa, a dose efetiva comprometida pela inalagdo de
radénio sera determinada seguindo-se os procedimentos da Comissao Internacional
de Protecao Radioldgica (ICRP) e adotando-se a abordagem epidemioldgica, a partir

da seguinte expressao:

E=CxIxtxFCD (1)
onde:
E - dose efetiva comprometida devido a inalagdo do radionuclideo de interesse
(mSv/a)
C - concentragdo do radionuclideo de interesse (Bg/m?)
I - taxa anual de respiragdo média do homem referéncia (m3/h)
t - tempo de exposicao (h/a)

FCD - fator de conversdo de dose para a inalagdo do radionuclideo de interesse
(mSv/Bq)

4.8 Analise estatistica

Todos os dados terdo tratamento estatistico, em método a ser futuramente
delineado em fungao dos dados apresentarem ou nao distribuicao paramétrica. Serao

consideradas significativas as diferengas com p < 0,05.

Principais contribui¢cdes cientificas ou tecnolégicas da proposta

Pretende-se com este projeto verificar a eficacia do tratamento de psoriase com a
utilizagado de tratamento por aguas minero medicinais contribuindo desta forma para o

desenvolvimento da balneoterapia englobada na Politica Nacional de Praticas



Integrativas e Complementares, Portaria N° 971, de 3 de maio de 2006 do Ministério
da Saude e a Portaria N° 127 de 25 de margo de 2011 do DEPARTAMENTO
NACIONAL DE PRODUCAO MINERAL - DNPM.

Formacgao de recursos humanos com a formagao de pelo menos dois alunos de

mestrado e um aluno de iniciacao cientifica com temas relacionados a este projeto.
Orgcamento detalhado

O auxilio solicitado na forma de material permanente no pais, material pemanente
importado, material de consumo importado, material de consumo no pais e diarias

encontra-se discriminado na planilha orgamentaria em anexo.

Os reagentes analiticos e vidrarias, solicitados destinam-se a realizagao do

preparo e tratamento quimico das amostras analisadas.

Os frascos e solugéo cintiladora destinam-se as medidas da concentragéo de

radénio na agua pela técnica de cintilagéo liquida.

Solugdes padrao para analise por ativagao para utilizagdo como padroes analiticos

destas medidas.
Papel de filtro, para determinagao dos solidos totais nas amostras de agua.
Fracos de polietileno para coleta e armazenamento das amostras de agua.
A centrifuga destina-se a analise de ?*°Ra, ?*®Ra e ?'°Pb nas amostras.
Balanga semi-analitica para pesagem das amostras de agua.
Chapa aquecedora para pré-concentragdo das amostras de agua.

ASPEC-927 sistema de aquisicdo de dados para espectrometria gama. Embora o
laboratério de analise por ativacao neutrénica conte com um bom numero de
espectrémetros para medidas gama na analise por ativagao, os sistemas sao antigos,
com mais de 20 anos, e baseados em interface ISA, hoje obsoletos e inexistentes nos

computadores modernos, dai a necessidade de sua substituicao.

O computador do tipo notebook destina-se a coleta de dados durante a pesquisa

de campo.

Computador desktop: um deles destinado ao sistema de aquisicdo de dados da
espectrometria gama na analise por ativagdo e o outro para redagéo de relatorios e

calculos, etc.

Geladeira para conservar as amostras de agua.



Os detectores de tracos nucleares do estado soélido do tipo CR-39 e as cAmaras de
difusdo destinam-se as medidas da taxa de exalagdo de radbdnio pela técnica de

camara de acumulagao e as medidas das concentragdes de radénio e filhos no ar.

O medidor multiparametro destina-se a obteng¢ao dos seguintes dados na agua in

sito: pH, Eh, O, dissolvido, condutividade, salinidade e temperatura.

O kit de citosinas inflamatdrias destina-se a medigcdo dos das concentracbes de

citosinas nos animais apds a indugao da psoriase e apés o tratamento.

Imiquimode (IMQ), Aldara, 3M Pharmaceuticals; Creme de vaselina, Unilever;
cetamina e xilazina destinam-se a indugao da psoriase nos animais, controle positivo,

analgesia e eutanasia dos animais.

As diarias destinam-se ao deslocamento até as cidades de Aguas de Linddia,

Pogos de Caldas e Aguas de Sao Pedro para a coleta das amostras.
7. Cronograma fisico

Pretende-se concluir o projeto de pesquisa em 24 meses (2019-2020), conforme discriminado a

sequir:

- Determinagéo das concentragdes de 2??Rn no ar — 1 coleta por trimestre durante 2 os

dois anos do projeto;

- Determinagéo das concentragdes de ???Rn na agua - 1 coleta por trimestre durante 2

os dois anos do projeto;

- Determinagédo das concentragdes de 28U e #2Th na agua - 1 coleta por trimestre

durante 2 os dois anos do projeto;

- Determinagdo das concentragbes de ?*Ra’ ?2Ra e ?'Pb na agua - 1 coleta por

trimestre durante 2 os dois anos do projeto;

- Determinacao dos elementos As, Ba, Br, Ce, Cs, Co, Cr, Eu, Fe, Hf, K, La, Lu, Na, Nd,
Rb, Sb, Sc, Se, Sm, Ta, Tb, Yb, Zn e Zr - 1 coleta por trimestre durante 2 os dois anos

do projeto;
- Indugao de psoriase em modelo experimental por Imiquimode — 1° trimestre de 2020;
- Tratamento dos animais -1° trimestre de 2020;
- Sacrificio dos animais e analise histoldgica - 1° trimestre de 2020;

- Avaliagdo da dose de radiagcdo recebida pelos trabalhadores e populagdo que

frequenta o local — 4° trimestre de 2020;



- Correlacionar os dados radiolégicos com os dados hidroleoldgicos — 4° trimestre de
2020;

- Compilacao dos dados obtidos — 4° trimestre de 2020;

- Avaliacao dos resultados e redacao do relatdrio cientifico final — 4° trimestre de 2020.

8. lIdentificagdao dos demais participantes do projeto
Mauricio Moralles — CRPq - Pesquisador
Marcia Pires de Campos — CMR — Pesquisadora colaboradora do IPEN
Catia Heloisa Rosignoli Saueia - CMR — Pesquisadora colaboradora do IPEN
Zélia Maria Nogueira Britschka — Colaboradora externa

Lucas Sanzaneze Gongalves de Souza — Aluno de mestrado — CRPq

9. Infraestrutura e apoio técnico para o desenvolvimento do projeto e anuéncia do

responsavel pela unidade do IPEN
Centro do Reator de Pesquisas — CRPq

O LAN — Laboratério de Analise por Ativagdo — conta com o apoio do Reator IEA-
R1 para irradiacdo das amostras para determinagbes por analise por ativacao,
espectrémetros de raios gama das marcas CANBERRA e ORTEC para medidas por

espectrometria gama das amostras irradiadas.
Centro de Metrologia das Radia¢g6es - CMR

Dois detectores proporcionais de fluxo gasoso marca Berthold, modelo LB 570-2,

de baixa radiagéo de fundo para determinacdes de emissores alfa e beta.

Dois espectrémetros alfa Canberra Alpha Analyst, com oito camaras cada um e

detectores PIPS de baixa radiagédo de fundo para determinacao de emissores alfa.

Dois espectrébmetros Perkin Elmer Quantulus 1220 para determinagdo de

emissores alfa e beta por Cintilagdo em Meio Liquido.

Um microscopio optico marca Zeiss com camera de video acoplada e mesa

automatizada utilizado na analise de detectores de tragos para medida de ??Rn.

10. Quantidade prevista de produgdo de C&T



11.

Publicagéo de pelos menos dois artigos em periédicos internacionais de alto fator

de impacto;

Apresentacdo de trabalhos em pelo menos dois congressos, sendo um nacional e

um internacional;
Disponibilizagao dos resultados da pesquisa para o mercado/sociedade

Além das publicagdes cientificas em periddicos os resultados serdo
disponibilizados aos balnearios, cujas aguas serdo utilizadas no trabalho, para
divulgagao entre seus pacientes, frequentadores, bem como, para o publico em geral

em suas respectivas cidades.
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