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RESUMO

Neste trabalho, o0 método de ativagdo com néutrons (AAN) foi aplicado na andlise de
elementos traco em 0ssos de costel as humanas. Foram analisados os elementos Ba, Br, Ca, Cl, Fe, K,
Mg, Mn, Na, P, Rb, Sr e Zn em tecido Osseo total e nos seus subcompartimentos (cortical e
trabecular) separadamente. As irradiacOes foram realizadas no reator nuclear de pesquisas IEA-R1
do IPEN-CNEN/SP. As irradiactes curtas foram de 4 minutos sob um fluxo de néutrons térmicos de
4,5x10™ n cm? s' e as irradiages longas de 16 horas foram realizadas sob um fluxo de néutrons de
10% n cm? s™. As concentragBes destes elementos indicaram variabilidade entre amostras de 0ssos
de diferentes individuos. Um estudo comparativo realizado entre os resultados obtidos nos 0ssos
cortical e trabecular indicou que as concentracdes de elementos sdo diferentes entre esses dois tipos
detecido. As concentragBes de Ca, Mg, Na e P obtidos para o tecido cortical foram da mesma ordem

de grandeza de dados da literatura.
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I. INTRODUCAO

As determinaces de elementos traco em tecidos
biolégicos tém sido de grande interesse devido ao
conhecimento das fungdes dos elementos nos organismos
vivos e também devido ao aperfeicoamento das técnicas
analiticas que possibilitam a deteccdo de suas baixissimas
concentragoes.

As andlises de elementos traco em 0ssos humanos
vém crescendo consideravelmente na area das pesquisas
médicas para o estudo da relagdo existente entre o excesso
ou a deficiéncia de certos elementos com as suas doengas
metabdlicas tal como a osteoporose.

O tecido 6sse0 é o principal constituinte do
esqueleto que serve de suporte para as partes moles do
corpo humano e protege érgéos internos vitais, aém de
alojar e proteger a medula 6ssea, formadora das células do
sangue. E formado de componentes organicos e
inorganicos. Os componentes inorgani cos de nosso interesse
para as andlises fazem parte da estrutura cristalina de
hidroxiapatita [Cayo(PO4)s(OH),] considerada como a
principal fonte de minerais dos seres humanos. A parte
inorgénica representa cerca de 50% do peso da matriz
0ssea. Os ions mais encontrados sdo o fosfato e o célcio, e
fons presentes em pequenas quantidades como o

bicarbonato, magnésio, potassio, sodio e citrato. A parte
organica da matriz é formada por fibras colagenas e a
associacdo de hidroxiapatita com estas fibras colagenas é
responsével pela dureza e resisténcia do tecido 6sseo[1].

O meétodo de ativagdo com néutrons (AAN) e outras
técnicas analiticas vém sendo utilizadas com sucesso na
andlise de ossos humanos como o trabalho realizado por
Zaichick[2], que utilizou também a espectrometria de
fluorescéncia de raios X para a determinacéo de elementos
em tecidos Osseos de individuos normais para comparar
com as de individuos portadores de diferentes tipos de
doencas Gsseas como a osteomielite, osteoblastoclastoma e
sarcoma osteogénica. Os resultados demonstraram que 0s
teores de elementos nos 0ssos variam com o tipo de doenca.

El-Amri e El-Kabroun[3] utilizaram o método de
ativagdo com néutrons para andlise de Ba, Br, Ca, Fe, Sr e
Zn em 0ssos considerados normais coletados de pacientes
com as idades variando de 2 a 80 anos. Seus resultados
foram estudados em fungdo da idade e sexo do individuo
bem como foram comparados com valores das andlises de
0ss0s apresentados na literatura.

Zhang e colaboradoreg[4] analisaram os elementos
Ba, Ca, F, K, Mg, Mn, Na e Sr no 0sso da crista iliaca de
coelhos com osteoporose por AAN, com o objetivo de
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estudar as fungdes destes constituintes inorgénicos na
doenca osteoporose.

As técnicas de espectrometria de absorcdo atdbmica
por chama (FAAS) e detrotérmica (ETAAS) foram
utilizadas por Scancar e colaboradoreg[5] para analisar
amostras de 0sso da crista iliaca de humanos obtidas da
autdpsia de 12 adultos.

Y oshinaga e Suzuki[6] determinaram concentractes
de elementos em amostras de costelas humanas de idosos
japoneses, utilizando as técnicas de espectrometria de
absorcdo atbmica (AAS), espectrometria de emissdo
atdmica com fonte de plasma acoplado indutivamente (ICP-
AES) e espectrometria de massa com fonte de plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS).

No osso de um adulto sdo encontrados dois tipos de
tecidos: cortical (externo) que se encontra numaformamais
compacta e trabecular (interno) que é a parte mais porosa.
Na literatura ha poucos trabal hos que indicam a distribuicdo
de elementos entre esses dois tipos de tecidos, visto que a
separacdo desses tipos de tecidos ndo é uma etapa simples
para a obtencdo de amostras representativag 7]. Ha ainda as
dificuldades ligadas & implicagdes médico legais para a
aquisicdo das amostras de 0ssos humanos. Os trabahos
sobre a andlise dos o0ssos separando o tecido cortical e
trabecular realizados por Aras e colaboradoreq[8], Bigi e
colaboradores[9] e Samuldrawar e Robertson[10]
evidenciam a importancia de se determinar os elementos
traco em cada um dos tecidos separadamente.

Takata e Saiki[11] utilizaram o método de ativagdo
com néutrons para a determinagdo dos elementos Ba, Br,
Ca, Cl, Cr, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Rb, Sh, Sc, Sr e Zn em
tecidos 6sseos cortical e trabecular de bovinos e de suinos e
verificaram diferencas significativas entre teores de
elementos presentes nesses dois tipos de tecidos.
Verificaram também que houve diferencas entre
concentragdes elementares em 0ssos de bovinos com as de
suinos.

Neste trabalho, 0 método de ativacdo com néutrons
foi utilizado para a andlise de elementos constituintes do
tecido 6sseo humano. Foram analisados o tecido 6sseo totdl,
cortical e trabecular para verificar a variabilidade de
concentragdes de elementos presentes em o0ssos de
diferentes individuos assm como fazer um estudo
comparativo entre os resultados obtidos nos tecidos 0sseos
cortical etrabecular.

Il. PARTE EXPERIMENTAL

Preparacéo das solugdes padréo estoques de elementos.
As solugdes padrdo dos elementos Ba, Br, Cl, Na e Sr
foram preparadas a partir da dissolucéo dos seus sais, todos
p.a. da Merck e a solugdo padréo do Mn foi preparada a
partir da dissolucdo deste elemento na forma metélica com
reagentes apropriados. As solucfes padréo dos elementos
Ca, Fe, K, Mg, Rb e Zn foram adquiridas da Spex Certi
Prep. A partir das solugbes padrbes estoques foram
preparadas as solucBes mais diluidas contendo um ou mais
elementos. Para 0 caso do padrdo de P, foi utilizado o sal

NH4H,PO, (dihidrogeno fosfato de aménio), Puratronic
99,998% da Jonhson Matthey Chemical Limited, sendo que
neste caso o sa foi pesado diretamente no involucro de
polietileno. Na TABELA 1 sdo apresentadas as massas dos
elementos nos padrdes utilizados na andlise.

Preparacdo dos padr@es sintéticos dos elementos. Os
padrfes sintéticos dos elementos foram preparados
pipetando-se aliquotas de 50 ou 100 i das solugdes sobre
tiras de papel de filtro Whatman n°® 40 as quais foram
colocadas num dessecador para sua secagem atemperatura
ambiente e posteriormente embalados em invélucros de
polietileno.

TABELA 1. Massas dos Elementos nos Padrdes.

Elemento Massa (ng)
Ba 500,5
Br 6,0
Ca 1003,4
cl 100,2
Fe 501,7
K 1002,4
Mg 1003,9
Mn 2,1
Na 65,0

P 15000
Rb 4,985
S 499,9
Zn 50,1

Amostras de ossos humanos e seu tratamento para
analise por ativagdo. Foram coletadas 18 amostras de
0ssos humanos no Servico de Verificagdo de Obitos da
Capital (SVOC-USP), S&o Paulo, em colaboragdo com os
pesquisadores da Faculdade de Medicina da USP e técnicos
de autépsia do SVOC-USP. Devido ao uso de 0ssos
humanos, o protocolo de pesguisa deste trabalho foi
submetido e aprovado pelos comités de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina da USP e do Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares, IPEN-CNEN/SP. A
TABELA 2 apresenta as caracteristicas dos doadores de
0ss0s humanos, cujas informagbes foram obtidas
diretamente na Secretaria do SVOC-USP. A parte do
esqueleto escolhida para a coleta foi a costela pelo fato
desse 0sso estar localizado numa regido do corpo de facil
acesso e também pelo fato da costela ser um 0sso menor,
facilitando seu manuseio e tratamento. Essas amostras
foram conservadas em um freezer, a uma temperatura média
de— 19 °C, até o inicio de seu tratamento.

O tratamento do 0sso consistiu inicialmente na
remocao do tecido peridsteo do tecido dsseo total. A seguir,
0 tecido ésseo total (tecido cortical + tecido trabecular) foi
cortado, obtendo-se dessa maneira duas porgdes, para que
ambas fossem preparadas de maneiras distintas. Uma
porcdo foi utilizada para efetuar a separagdo em seus
subcompartimentos: tecido cortical e trabecular, e a outra
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porcdo para andlise do tecido corticad e trabecular
congtituindo uma Unica amostra. Foram utilizados dois
processos de secagem, liofilizagdo para as amostras de
tecido trabecular e cortical separadamente e calcinacdo para
tecidos cortical e trabecular constituindo uma Unica
amostra. No processo de secagem por calcinacdo foi
utilizada uma mufla de marca THERMOLINE, modelo
F1930-1 a uma temperatura inicial de 100 °C aumentando
gradualmente até atingir a temperatura de 800 °C,
temperatura na qual a amostra permaneceu por um periodo
de aproximadamente 8 horas. Na secagem por liofilizacdo
foi utilizado o liofilizador modelo Micro Modulyo 10-
F105-01-880, a uma pressdo de 6 Pa por um periodo de
cerca de 8 horas. Na TABELA 3 sdo apresentados 0s
valores das percentagens de perda de peso obtidas na
secagem das amostras de costelas humanas pelos processos
deliofilizag&o e calcinagao.

TABELA 2. Caracteristicas dos Doadores de Tecido Osseo

Codigo da Liofilizagdo Calcinacdo
Amostra | Tec. Cortical | Tec. Trabecular | Tec. Total
(%) (%) (%)
1 21,60 41,38 81,31
2 12,69 19,30 70,71
3 14,81 46,77 68,58
4 17,62 49,65 75,29
5 14,79 58,49 70,15
6 16,31 47,34 72,27
7 13,47 52,31 76,10
8 12,50 59,43 68,16
9 11,53 46,81 67,41
10 13,06 65,86 75,09
11 12,57 41,49 63,27
12 17,98 74,11 74,21
13 14,08 58,43 69,93
14 15,01 59,20 66,82
15 11,54 42,15 73,18
16 15,44 58,37 74,86
17 21,53 57,04 78,99
18 19,55 37,23 75,58

Humano.
Amostra | Sexo® Cor Idade | DoencaPrincipal
(anos)
1 M Branca 65 Aterosclerose
complicada
2 F Branca 56 Tromboelismo
pulmonar
3 M Negra 60 Broncopneumonia
4 M Parda 67 Tromboelismo
pulmonar
5 M Branca 43 | Alcoolismo crbnico
6 M Branca 55 Indefinido
7 M Branca 52 Coronarioesclerose
8 M Parda 67 Alcoolismo / dados
de histéria
9 M Branca 66 Broncopneumonia
bilateral
10 M Parda 48 Alcoolismo / dados
de histéria
11 M Negra 42 | Hipertens&o arterial
sistémica
12 M Parda 68 Indefinido
13 M Branca 30 Cardiopatia
hipertensiva
14 F Branca | 41 Broncopneumonia
bilateral
15 M Branca 38 Diabetes mellitus/
dados de histéria
16 M Branca 69 Nao tem
17 F Branca 80 Coronarioesclerose
grave
18 M Amarela| 41 Hemorragia
meningea difusa

a M - masculino; F—feminino
TABELA 3. Percentagens de Perda de Peso (%) na
Secagem das Amostras de Costelas Humanas.

Procedimento para andlise por ativagdo. Cercade 100 a
150 mg das amostras de 0ssos pesados em invélucros de
polietileno foram irradiados juntamente com os padrbes
sintéticos dos elementos no reator nuclear de pesquisa do
IPEN, |EA-R1. Foram realizadas duas séries de irradiagdes:
curtas de 4 minutos sob fluxo de néutrons térmicos de
45x10™ n cm? s? para a deteccéo dos elementos Ba, Ca,
Cl, K, Mg, Mn, Na, P e Sr elongas de 16 horas sob fluxo de
néutrons de 10" n cm? s* para analisar os elementos Ba,
Br, Ca, Fe, K, Na, Rb, Sr e Zn. Apls os tempos de
decaimento de cerca de 4 minutos (no caso de irradiactes
curtas), e de 7 dias (no caso de irradiacOes longas), foram
feitas as medidas das atividades gama induzidas aos
elementos da amostra e padrées no detector de Ge
hiperpuro, modelo GX 2020 da Canberra, ligado a um
sistema eletronico. A resolugdo do sistema (FWHM)
utilizado foi de 1,02 keV para o fotopico de 121,97 keV do
*'Co e de 1,85 keV para o fotopico de 1332,0 keV do “Co.
A seguir, foram realizadas as identificaces dos elementos
presentes na amostra pelas energias dos raios gama e pelas
meias-vidas. As concentragbes dos elementos foram
calculadas pelo método comparativo de andlise por meio da
relacdo[12]:

Ca: [ Aa . mp ) e0,693(t&tp)/T1/z] / [ Ap . Ma]
D
Onde os indices a e p indicam, respectivamente, amostra e
padrdo. C = concentragcdo do elemento na amostra; A= taxa
de contagens para tempo de decaimento t; m = massa do
elemento; t = tempo de decaimento; T¥= meiavida do
radioisdtopo; M = massa total da amostra;
O fésforo foi analisado pela medida da atividade
beta (b) de 1,71 MeV do P de T%= 14,28 dias num
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contador Geiger Muller, apds um periodo de decaimento de
aproximadamente 14 dias.

I1l. RESULTADOSE DISCUSSAO

Nas TABELAS de 4 a 6 sdo apresentados 0s
resultados da média aritmética bem como das faixas de
concentractes dos elementos obtidas para os tecidos Gsseos
cortical e trabecular liofilizados e total calcinados. Os
resultados destas Tabelas sd0 dados na base Umida do
material. Os valores das percentagens de perda de peso da
TABELA 3 foram utilizados para os céculos das
concentragdes dos elementos na base umida. No tecido
cortical ndo foram detectados os elementos Ba, Fe, Mn e Rb
eno total o Ba, Br, Mn e Rb.

Na TABELA 6 estéo os resultados obtidos para as
amostras de tecido 6sseo total que foram submetidas ao
processo de secagem por calcinagdo. Como o tecido cortical
e trabecular se apresentam em proporcdes diferentes no
0ss0, 0 resultado obtido para o tecido total ndo podera ser
comparado com a soma das concentractes obtidas para o
0sso cortical e trabecular.

Para verificar se ha diferengas significativas entre
as concentracbes de elementos nos tecidos cortical e
trabecular foi aplicado o teste t de Student[13]. Na
TABELA 7 estdo os par@metros estatisticos obtidos a partir
das concentragBes dos elementos Br, Ca, Cl, K, Mg, Na, P,
Sr e Zn obtidos nos tecidos cortical e trabecular. Pelo teste t
a um nivel de significancia de 5 %, foi verificado que as
concentracbes dos elementos do tecido cortical sdo
significativamente diferentes das do trabecular.

Os resultados de Ca, Mg, Na e P obtidos para o
tecido cortical apresentaram-se bastante proximos aos
dados encontrados por Samudralwar e Robertson[10]. Na
base seca do material, estes pesquisadores obtiveram os
seguintes resultados: (21 + 4)% para Ca; (2600 + 400)ny/g
para Mg; (5400 + 1000)ng/g para Na e (8,8 = 2,2)% para P.
No presente trabalho obteve-se (22 + 3)% para Ca; (2381 +
315)ng/g para Mg; (5345 + 498)ny/g para Na e (10,0 +
2,8)% paraP.

Os resultados obtidos para o tecido trabecular e
também para o tecido tota cacinado ndo foram
comparados com os valores da literatura, devido a falta
destes dados para o caso de costelas humanas.

Com relacdo ao elemento Fe encontrado somente
nos tecidos trabecular e total, convém sdientar que este
elemento provavelmente se origina do fluido sanguineo
presente nestes dois tecidos. O Br ndo foi detectado no
tecido total calcinado devido a possivel volatilizagdo deste
elemento durante o processo de secagem por calcinagao.

TABELA 4. Média Aritmética e Desvio Padréo das
Concentragdes e Faixa de Concentragcao dos Elementos no
Tecido Cortical. Resultados Expressos na Base Umida.

Elementos Conc. (ng/g)® Faixa de Concentragéo
Br 0,56 + 0,21 (17) 0,26 —0,96
Ca 189+ 25(18)° 13,6 — 23,0
cl 457,0 + 141,9 (18) 256,2 —822,0
K 487 + 172+ (14) 208 — 835
Mg 2017 + 289 (18) 1650 — 2704
Na 4522 + 421 (18) 3941 — 5260
P 8,48 + 2,47 (18)° 3,62 — 14,40
Sr 94,9+ 31,4 (18) 42,3-160,5
Zn 95,5+ 13,0 (12) 77,2-1198

a. Os valores entre parénteses representam o nimero de amostras

analisadas;

b. Concentragdo em porcentagem (%);

TABELA 5. Média Aritmética e Desvio Padrdo das
Concentraces e Faixa de Concentragéo dos Elementos no
Tecido Trabecular. Resultados Expressos na Base Umida.

Elementos Conc. (ny/g)® Faixa de Concentragéo
Ba 6,8 + 5,6 (10) 1,8-17,1
Br 0,79 + 0,27 (16) 0,37 -1,41
Ca 40+ 15 (18)° 20-71
cl 861,7 + 301,6 (18) 442,9 —1695,0
Fe 187,8 + 85,0 (18) 62,8 —377,2
K 1319 + 360 (18) 810 — 2131
Mg 599 + 226 (18) 259 — 1017
Mn 99,0 + 53,7 (13)° 41,5—206,9
Na 1520 + 232 (18) 1169 — 1944

P 1,74 £ 0,92 (18)° 0,50 — 3,82
Rb 3,29+ 1,27 (18) 1,01-6,32
Sr 20,4 + 6,8 (16) 89-311
Zn 34,8 £ 9,8 (18) 18,1-51,2

¢. Concentracéo em ng/kg.

TABELA 6. Média Aritmética e Desvio Padréo das
Concentraces e Faixa de Concentracao dos Elementos no
Tecido Total. Resultados Expressos ha Base Umida.

Elementos Conc. (ng/g)® Faixa de Concentracéo
Ca 9,6 +1,5(18)" 6,9-11,9
Cl 130,9 + 61,9 (18) 52,9 —270,7
Fe 112,1+ 56,0 (13) 50,9 — 263,8
K 460 + 126 (17) 216 — 733
Mg 1149 + 211 (18) 718 — 1498
Na 2481 + 447 (13) 1707 — 3017
P 498 + 1,52 (18)° 2,57 8,73
Sr 48,7 + 19,2 (18) 20,7 —89,1
Zn 61,9+ 15,8 (13) 43,6 —94,7
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TABELA 7. Par@metros Estatisticos Obtidos a Partir das Concentracfes de Elementos no Tecido Cortical e Trabecular.

Tecido Cortical Tecido Trabecular Testet
Elementos Conc. (ny/g)® Variancia Conc. (ng/g)® Variéncia t calculado t tabelado

Br 0,56 (17) 0,0421 0,79 (16) 0,0704 2,74 2,04
Ca 18,88 (18) 6,381 3,99 (18) 2,113 21,66 2,03
cl 457,01 (18) 20125 861,71 (18) 90972,01 5,15 2,03
K 487,37 (14) 29724,06 1319,46 (18) 129727,06 7,94 2,04
Mg 2016,87 (18) 83413,83 598,86 (18) 50859,59 16,42 2,03
Na 4521,81 (18) 177526,93 1520,14 (16) 53905,62 25,26 2,04
P 8,48 (18) 6,117 1,74 (18) 0,855 10,83 2,03
S 94,87 (18) 986,853 20,39 (16) 46,833 9,28 2,04
Zn 95,51 (12) 169,317 34,83 (18) 96,946 14,54 2,05

IV. CONCLUSOES

As andlises de ossos cortica e trabecular
indicaram que estes tecidos apresentam concentractes
diferentes de elementos.

As concentracfes de Ca, Mg, Na e P obtidos no
tecido cortica foram da mesma ordem de grandeza
dagueles valores publicados naliteratura[10].

Os resultados obtidos nos tecidos 6sseos cortical,
trabecular e total, indicaram uma variabilidade nas
concentragdes dos elementos entre diferentes individuos.
Esta variabilidade pode estar relacionada com as
caracteristicas (idade, sexo, raga e dieta) dos individuos.
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ABSTRACT

In this study, neutron activation analysis (NAA)
was applied for trace elements in human rib bone tissue.
Elements Ba, Br, Ca, Cl, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Rb, Sr and
Zn were determined in total bone tissue and in its
subcompartments (cortical and trabecular tissue) separately.
Irradiations were performed at IEA-R1 nuclear research
reactor of IPEN-CNEN/SP. Short irradiations of 4 minutes
were carried out under thermal neutron flux of 4.5x10™ n
cm? s* and long irradiations of 16 hours under neutron flux
of 10” n cm? s, Results obtained showed a variability
between elemental concentrations found for bones from
different individuals. A comparative study made between
the data obtained for cortical and trabecular bones indicated
that these two tissues present different elemental
concentrations. Concentrations of Ca, Mg, Na and P
obtained for cortical tissue were the same magnitude of
those published data.
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