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NOTA PREVIA

O Relatério Cientifico 1l do Projecto MinUrar apresenta os resultados de dois estudos que, pela
natureza mais morosa do trabalho laboratorial, nao foi possivel incluir no Relatério Cientifico |,
publicado em Junho 2005 (Marinho Falcdo et.al., 2005).

Estes dois estudos tratam da avaliagdo da contaminagdo interna da populagdo pelos
radionuclidos do minério do uranio e dos seus residuos e da avaliagdo dos efeitos genotéxicos
dessa mesma exposicao.

Neste relatério apresentam-se ainda as conclusées finais completas do projecto MINURAR e

recomendagdes, que resultam da integracdo dos resultados publicados nos Relatérios
Cientificos | e Il.

Para facilitar a leitura deste relatério, recorda-se aqui a organizacao do estudo tal como foi
enunciada no inicio do Projecto.

De acordo com a Resolucao da Assembleia da Republica n® 34/ 2001, aprovada em 29.3.2001 e
do despacho de S. Exa o Senhor Secretario de Estado da Saude, de 26.3.2001, o Instituto
Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA) foi encarregado de coordenar, em conjunto com o
Instituto Tecnoldgico e Nuclear (ITN), com o Instituto Nacional de Engenharia, Tecnologia e
Inovagao (INETI, através do anterior Instituto Geolégico e Mineiro), com o Centro Regional de
Saude Publica do Centro e com o Hospital de S. Teoténio SA, (Viseu), a realizacao de estudos
que identificassem as eventuais repercussdes das minas de uradnio e seus residuos, no
ambiente e na saude das populacdes. Face a impossibilidade de estudar os eventuais efeitos
associados a todas as minas de uranio, o Projecto utilizou uma metodologia de investigagao e
comparagao de uma selecgao de locais representativa da gama de situagdes existentes.

O Projecto visou, genericamente, comparar a populagdo da freguesia de Canas de Senhorim,
designada por GE (grupo exposto) onde se localiza a mina da Urgeirica, as escombreiras da
mina e a zona do tratamento quimico do minério, com um conjunto de 7 outras freguesias,
dividido em dois subgrupos: GN1 (grupo nao exposto 1) que inclui as freguesias de Queira
(Vouzela), Rio de Mel e Moreira de Rei (Trancoso) e GN2 (grupo ndo exposto 2) que inclui as
freguesias de Campo da Madalena (Viseu), Satédo (Satao), S. Pedro (Celorico da Beira) e Seia
(Seia) (Quadro 1 e Figura 1).



As comparagobes incidiram sobre trés componentes. Duas delas sao de natureza ambiental e
estudaram, respectivamente, a radioactividade ambiente (Parte A) e a distribuicdo dos metais e
de outros contaminantes quimicos no ambiente (Parte B), enquanto a terceira é de natureza
epidemioldgica e estudou os efeitos na saude da populagéo (Parte C).
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O presente Relatério completa a Parte C do Projecto, isto &, a avaliagdo dos efeitos da

exposicao aos residuos das minas de uranio na saude da populagao.

Quadro 1 - Freguesias seleccionadas e suas caracteristicas demograficas

Grupo Freguesia Concelho  Distrito ggg‘g'ggf‘; gftj)r?cgj Ieat%{erli?) 2.
64 anos™*
GE Canas de Senhorim Nelas Viseu 3555 1841
Moreira de Rei Trancoso Guarda 673 283
GN1 Rio de Mel Trancoso Guarda 311 137
Queira Vouzela Viseu 1702 902
Campo da Madalena |Viseu Viseu 4358 2345
N2 S. Pedro celoricoda\Guarga | 1387 680
Satao Satao Viseu 3721 1880
Seia Seia Guarda 6928 3784

Distribuicdo Geografica das Freguesias Seleccionadas

Regléo Centro

CELORIGO (S8 PEDRO)
OCaiorio gz Bor

G Uéﬁ?ﬁ!\

Y Sede de Distrito

©  sede de Concelho

[[] Freguesias para cE
D Freguesias para GN1
V7 Freguesias para GN2

Figura 1- Localizacdo das freguesias estudadas.



SUMARIO EXECUTIVO

O presente Relatorio Cientifico Il descreve os resultados dos dois estudos que finalizam o
projecto MINURAR: i) a avaliagdo da contaminacgdo interna da populagdo das zonas expostas

aos radionuclidos do minério do uranio e dos seus residuos, como indicador de exposicao, ii) o
estudo de efeitos genotdxicos na populacao, como indicador de um efeito biol6gico. O primeiro
foi realizado pelo Departamento de Proteccdo Radiol6gica e Seguranca Nuclear do Instituto
Tecnologico € Nuclear (DPRSN -ITN) e o segundo, em colaboracao, pelo Centro de Genética
Humana do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (CGH-INSA) e pelo DPRSN-ITN. Os
resultados sdo apresentados, respectivamente, nos capitulos 1 e 2.

Neste relatério apresentam-se ainda as conclusées finais completas do projecto MINURAR e

recomendagdes que resultam da integracao dos resultados publicados nos Relatérios Cientificos
lell

i) Estudo da contaminacgao interna do organismo pelos radionuclidos da série do uranio

No Capitulo 1 reportam-se os resultados da avaliagao, efectuada por processos indirectos, da
contaminacao interna do organismo de habitantes das regides estudadas, isto é, da freguesia de
Canas de Senhorim (GE), onde se localiza a mina da Urgeirica e as escombreiras da mina e do
tratamento quimico do minério, e de dois outros grupos de freguesias: com minas e escombros
mineiros mas sem residuos de tratamento quimico do minério (GN1) e sem ocorréncias de
mineralizacdo de urénio, minas ou residuos de tratamento (GN2). O método utilizado consistiu
na analise de amostras de cabelo dos habitantes para os radionuclidos polénio ('°Po) e chumbo
(®'°Pb), ambos descendentes do uranio. A presenca destes radionuclidos no cabelo, por onde
sao parcialmente eliminados, revela a presenca de actividades maiores ou menores no interior

do organismo e permite hierarquizar a exposicao a estas fontes de radiacdo internas.

As concentracdes de 2'°Po foram, em todos o grupos, muito mais elevadas que as de 2'°Pb,
revelando a maior facilidade com que o #'°Po é excretado através da incorporagdo no cabelo. A
comparagédo dos resultados entre os trés grupos da populagao revelou que, em média, os
habitantes de GE tém concentracées de ?'°Po semelhantes aos habitantes do grupo GN1, sendo
ambas significativamente mais elevadas que as do grupo GN2. As concentracdes de ?'°Pb no
cabelo ndo sao expressivas da sua acumulagéo no organismo ao longo dos anos, mas sim da

sua ingestao recente.



Os resultados de ?'°Pb indicam que a populacdo de GN1 tem uma taxa de ingestdo actual deste
radionuclido - provavelmente através da agua de consumo - mais elevada que a de GE e de
GN2. Por sua vez, embora as diferencas entre os grupos sejam pequenas, os resultados de
#1%pg indicam que os habitantes dos grupos GE e GN1 acumularam no organismo ao longo da
vida, provavelmente no tecido 6sseo, um depdsito de radionuclidos precursores de ?'°Po (isto é
de **Ra e #'°Pb) com concentracdes ligeiramente mais elevadas que no grupo que representa o
fundo radioactivo natural (GN2).

ii) Estudo dos efeitos genotdxicos na populacao

No Capitulo 2 apresentam-se os resultados do estudo sobre os potenciais efeitos genotdxicos
na populagéo. Este baseou-se na avaliagdo das frequéncias de aberragbes cromossomicas nos
linfécitos do sangue periférico - consideradas o indicador mais adequado de exposi¢do a
radiagcao ionizante - em dois subgrupos dos grupos GE e GN2 acima referidos, respectivamente
designados por GE’ e GN2'.

Paralelamente, analisaram-se as aberracbes cromossomicas ap0s irradiacdo in vitro dos
linfécitos dos mesmos individuos (ensaio challenge), para avaliar uma eventual alteracdo na
capacidade de reparacao de lesdes do DNA, na sequéncia da exposicido ambiental a doses
baixas de radiagao ionizante e/ou de outros agentes com potencial genotéxico.

Os resultados revelaram que a populacdo de GE’, comparativamente a do grupo de controlo
GN2’, apresentou uma maior frequéncia basal de aberracées cromossdémicas €, em particular,
de translocacdes - o indicador mais sensivel de um efeito cumulativo de exposicao prolongada

a radiagdo ionizante - embora sem significancia estatistica.

No que se refere aos resultados do ensaio challenge observou-se que, em resposta a irradiagao
experimental dos linfocitos, a populacdo de GE’ apresentou uma menor frequéncia de
aberracdes cromossdmicas comparativamente a GN2’, diferenca essa estatisticamente
significativa. Estes dados sao sugestivos duma resposta adaptativa na populacido de Canas de
Senhorim, provavelmente resultante duma maior competéncia de reparacao de lesdes do DNA e
pressupondo a existéncia de uma exposicao prévia a baixas doses de radiagao ionizante e/ou a

contaminantes quimicos derivados da explora¢do mineira.

No seu conjunto, os resultados dos estudos apresentados neste relatério sdo convergentes.
Através das andlises de cabelo verificou-se uma acumulagdo de ?'°Po no organismo
ligeiramente mais acentuada na populacao de Canas de Senhorim (GE) — e também de GN1 -
comparativamente a da populagao de GN2.



No estudo dos efeitos genotoxicos, e a semelhanga do que foi observado em varios pardmetros
de saude descritos no Relatério Cientifico | (e.g., numero de eritrocitos, linfocitos e percentagem
de gravidezes com aborto espontaneo), os resultados revelam que a frequéncia basal de
aberracdes cromossomicas totais e das translocacées em particular, esta ligeiramente mais
elevada num subgrupo da populacdo de Canas de Senhorim (GE’) comparativamente a um
subgrupo de GN2 (GN2’), embora sem significancia estatistica. Para além disso, a comparacao
dos resultados do ensaio challenge nas duas populagdes sdo sugestivos de uma resposta
adaptativa em GE'.

Projecto Minurar - Conclusées finais e recomendacoes
Conclusées finais
Radioactividade ambiente

Dos resultados do estudo sobre a radioactividade ambiente pode deduzir-se que as areas
ocupadas pelas escombreiras do tratamento quimico do minério e de outras actividades

mineiras na freguesia de Canas de Senhorim, contém materiais francamente radioactivos.

Estas escombreiras constituem uma fonte de radiacdo que pode originar doses de radiagdo
externa significativas para quem frequente os locais, constituindo também uma fonte de radéo e
de poeiras radioactivas que se dispersam na atmosfera.

No restante territorio da freguesia de Canas de Senhorim o risco radiolégico é bem menor e é,
em muitos parametros, comparavel ao fundo radioactivo natural determinado em GN2.

As freguesias do grupo GN1, sobretudo Moreira de Rei e Rio de Mel, apresentam também
valores mais elevados de alguns parametros quando comparados com GN2, o que decorre da
existéncia de escombros mineiros da extrac¢ao de uranio.

Distribuicao dos metais e de outros contaminantes quimicos

Como sintese final desta componente do estudo, pode afirmar-se que a auréola de dispersao
dos elementos quimicos a partir da escombreira da Mina da Urgeirica e demais instalagdes
mineiras abandonadas nao se manifesta para além dos limites da bacia de drenagem que
envolve a linha de agua principal local. Contudo, ha indicadores claros de que a actividade
mineira do urénio na regido influenciou o ambiente a tal ponto que se torna visivel através de um
plano de observacao global do territério que ndo foi especificamente projectado para rastreio
dos indicios dessa actividade mineira.



Efeitos na saude da populacao

Os resultados dos dois estudos apresentados neste Relatério Cientifico I, podem agora ser
integrados nos resultados ja publicados no Relatério Cientifico |, em Junho de 2005.

Saliente-se que as conclusdes finais de “MINURAR” mantém vélidas as que foram descritas no

referido Relatério Cientifico I.

Assim, os resultados globais revelaram diferengas em vérias funcbes e parametros biolégicos,
quer na comparacao entre a populacdo de Canas de Senhorim (GE) e as populacdes das 7
freguesias nao expostas (GN), quer na comparagdo de GE com as populagdes do subgrupo
GN2, sendo quase todas no sentido das hip6teses formuladas. Outros pardmetros tiveram
diferengas menos relevantes nas comparacoes GE/GN e GE/GN2. Por outro lado, a maioria das
diferengas encontradas em GE/GN1 foi também no sentido das hip6teses, embora em menor
extenséo.

A exposigao da populagdo de Canas de Senhorim a mina da Urgeirica e a sua Escombreira
constitui uma explicagédo plausivel para as diferengas encontradas. Com efeito, ndo se
identificou qualquer outra exposi¢cdao que pudesse ter causado as diferengas observadas em
fun¢des e parametros téo diversos.

Recomendacoes

No dominio da intervengao ambiental é recomendado: 1. proceder a requalificacdo ambiental; 2.
garantir que ndo subsistem riscos inaceitaveis de exposicdo das populagbes a radiacdes
ionizantes; 3. assegurar que as solugdes de requalificagdo serdo eficazes nao sé no presente,
mas também por um periodo alargado de tempo; 4. por em prética um plano de monitorizagao
radiol6gica ambiental na zona das antigas explora¢des de uranio.

No dominio dos efeitos na saude das populacdes é recomendado: 1. apreciar a viabilidade de
realizar um estudo de coortes retrospectivo para estimar efeitos na mortalidade; e 2. garantir que
a vigilancia epidemiolégica da populagdo geral exposta, que se afigura, de momento,
desnecessaria possa ser accionada se, no futuro a situagao o exigir.



CAPITULO 1

EFEITOS NA SAUDE DA POPULACAO

Polénio (*'°Po) e Chumbo (*'°Pb) no
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INTRODUCAO

Estabeleceu-se como objectivo de uma das componentes do Projecto MinUrar investigar a
contaminagao da populagdo pelos elementos radioactivos provenientes das minas de uranio e
dos residuos do tratamento do minério. Para tal, adoptou-se como metodologia identificar
eventuais diferengas na acumulacao dos radionuclidos da familia do uranio no organismo
humano entre a populagao da freguesia de Canas de Senhorim (GE), exposta a contaminagao
ambiental resultante da exploracdo da mina da Urgeirica e as escombreiras do tratamento
quimico do minério, e a populacdo de outras sete freguesias da regiao (GN), sub-divididas em
GN1 e GN2 (Falcao et al., 2005). Recorde-se que em GN ndo ha escombreiras de tratamento
quimico do minério de uranio, mas os sub grupos GN1 e GN2 diferem entre si. Em GN1 houve
extraccao de minério de uranio e ha escombros mineiros, e em GN2 ndo houve minas de uranio
nem ha ocorréncia de mineralizacbes de uranio. Estes trés grupos cobrem, pois, a gama
provavel de exposi¢cdo da populagdo as radiagcdes ionizantes, variando desde a exposi¢ao
apenas ao fundo radioactivo natural ndo modificado da regiao (GN2), até a exposicao ao fundo
radioactivo natural somada a exposi¢cao a actividade mineira extractiva e ao processamento do
minério de uranio (GE). Nao havendo processo de medir directamente in vivo a contaminagao
interna dos seres humanos por estes radionuclidos, na maioria emissores de radiagao alfa, teve
que se optar por um procedimento indirecto. O procedimento adoptado para efectuar esta
comparacdo baseia-se no uso das concentracées de polénio (*'°Po) e de chumbo radioactivo
(?"°Pb) no cabelo humano como indicadores biolégicos da acumulagao interna dos radionuclidos
da série natural do uranio (**U) nos individuos. Vejamos como.

O ?°Pb e o #°Po ocorrem na natureza como membros da série radioactiva natural do U
(Figura 1). O 2"°Pb é um emissor B~ com um periodo de semi-desintegracéo (T;,) de 22.3 anos e
0 ?°Po é um emissor o com um periodo de semi-desintegracdo de 138.34 dias. O *"°Po é

formado pela desintegracéo radioactiva do ?'°Pb através do bismuto 2'°Bi (T1.- 5.01 dias).

238U o 234Tl" B 234mP,, B 234U o 230Tl" o 226R" o 222RI‘ o 218P0

a 214Pb B 214B1 B 214P0 4] 210Pb B 210Bi B 210P0 4] 206Pb(estével)

Figura 1 — Esquema da série de decaimento radioactivo do 2*3U.



De uma forma geral, as principais vias de transferéncia de radionuclidos do ambiente para os
seres humanos sao a inalagdo, a ingestdo (de alimentos e agua) e a absorcéo através da pele.
De uma forma mais especifica, o 2'°Po e o #'°Pb podem ser acumulados no organismo a partir
de varias origens e por varios processos. Por um lado, podem ter origem na absorcao e
acumulacdo interna dos radionuclidos progenitores, nomeadamente do radio (**°Ra) por
ingestao e do raddo (**Rn) e seus descendentes de vida curta por inalacdo, e subsequente
decaimento radioactivo no interior do organismo. Por outro lado, podem ter origem directa na
inalacdo de aerosséis contendo *'°Po e ?'°Pb e, também, na ingestdo e absorcdo destes
radionuclidos através da parede do tracto gastrointestinal. Assim, do 2'°Po e ?'°Pb acumulados
no organismo humano uma parte provém da desintegracéao radioactiva dos progenitores (**°Ra e
descendentes) fixados nos tecidos, sobretudo no tecido ésseo, e outra parte provém da
absorcéo directa do ?°Po e ?'°Pb por inalacdo e ingestdo (Parfenov, 1974; Carvalho, 1995;
Carvalho e Oliveira, 2006 a). A absorcéo através da pele pode ser uma via de contaminagéo
importante quando se manipulam estes radionuclidos em laboratério, mas nao tem expresséo
numa exposicdo ambiental. Na absorgdo directa de ?'°Po e 2'°Pb por inalagdo e ingestdo, a
ingestdo dos radionuclidos contidos nos alimentos contribui com a maior percentagem (95 e
83%, respectivamente para o 2'°Po e ?'°Pb), sendo, em média, muito menores as contribuices
provenientes da ingestdo de bebidas e da inalagéo do ar e do fumo de tabaco (Carvalho, 1995).
Na populacdo Portuguesa a ingestdo média de ?'°Po e de ?"°Pb é de 1,2 e 0,47 Bq d”,
respectivamente, sendo os alimentos marinhos responsaveis pelo excesso de #"°Po

relativamente ao ?'°Pb (Carvalho, 1995).

No organismo humano, o ?'°Po encontra-se distribuido por todos os érgdos e tecidos,
apresentando o cabelo as concentra¢des mais elevadas e o tecido muscular as concentracdes
mais baixas deste radionuclido. O pol6nio absorvido pelo organismo, ou parte dele, é facilmente
incorporado no cabelo, onde permanece quimicamente ligado de forma estavel. Essa
incorporacdo ocorre durante a producdo das proteinas do cabelo pelos foliculos capilares.
Devido a afinidade do polénio com as ligacdes de aminoacidos contendo radicais —SH, os ides
de enxofre sdo substituidos por ides de ?'°Po na estrutura dos aminodcidos. A incorporacéo de
21%Po na estrutura molecular do cabelo e o crescimento deste, ao ritmo de cerca de 1cm por
més, permitem a eliminacado regular do ?'°Po, pelo que se pode considerar a incorporacdo deste
radionuclido no cabelo uma via para a sua excrec¢ao (Parfenov, 1974).
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De acordo com valores obtidos por alguns autores, a actividade do ?'°Po no cabelo humano
pode variar entre cerca de 1 e 80 Bq kg™ (Parfenov, 1974;Yamamoto et al., 1992; Carvalho e
Oliveira, 2006 a). Por sua vez, a concentracdo do 2'°Po no cabelo é, em média, 4 vezes superior
a sua concentragdo no 0sso e 70 vezes superior & concentragdo no musculo (Parfenov, 1974).
Embora o cabelo tenha uma concentracéo elevada de 2'°Po, representa menos de 1% do ?'°Po
total contido no corpo humano. Menos dados existem na literatura cientifica sobre o 2'°Pb no
cabelo. Contudo, todos os individuos contém ?'°Po e ?'°Pb nos 6rgéos internos e excretam estes
radionuclidos através da incorporagdo no cabelo (Yamamoto et al., 1992; Carvalho e Oliveira,
2006 a). As concentracdes de *'°Po e de 2'°Pb no cabelo sdo também mais elevadas nos
individuos que habitam nas regides uraniferas e mais elevadas ainda nos mineiros que
estiveram profissionalmente expostos ao minério de uranio (Carvalho e Oliveira, 2006a). Na
populacdo Portuguesa verificou-se também que a concentracdo de ?'°Po no cabelo aumenta
com a idade, tendo-se concluido que esse aumento é proporcional a acumulacdo dos
progenitores deste radionuclido no organismo. No entanto, observou-se que numa mesma
populacdo as concentracdes de #°Pb no cabelo ndo aumentam com a idade, néo reflectindo
pois o aumento do depésito de ?'°Pb no organismo. Contudo, populacdes diferentes, expostas a
niveis diferentes de #'°Pb na dieta, reflectem as diferencas na ingestéo deste radionuclido nas
concentracdes de 2'°Pb excretadas no cabelo, o que sugere que o ?'°Pb eliminado pelo cabelo é
uma fraccdo, possivelmente constante, do #°Pb ingerido e ndo uma fraccdo do depésito
acumulado (Carvalho e Oliveira, 2006a).

A excrecdo do ?'°Po e ?'°Pb é feita, também, pelas vias metabdlicas. A escolha da anélise ao
cabelo em vez da andlise de outras excregdes (balangco metabdlico) para a determinacao do
2190, deve-se ao facto de a concentragéo no cabelo ser mais elevada e portanto mais sensivel
a quantidade total deste elemento acumulada no organismo. Comparativamente ao sangue e
urina, cuja andlise € normalmente usada para a avaliacdo de contaminacdo interna recente
(numa escala de horas ou dias), a concentracao de diversos componentes inorganicos no
cabelo é representativa da contaminacao interna durante periodos de tempo mais extensos (de
semanas ou meses). Outras vantagens prendem-se com aspectos praticos da analise de
amostras de cabelo, como a facilidade da sua colheita, o facto da amostragem nao ser invasiva,
de se necessitar apenas de uma pequena amostra e de esta poder ser facilmente guardada a

temperatura ambiente até a analise.
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No estudo das populacoes das regides das minas de uranio utilizou-se pois, o par de
radionuclidos ?'°Po e #'°Pb medidos no cabelo humano, respectivamente, como indicadores da
contaminacao interna acumulada e da absor¢do actual de radionuclidos da familia do uranio

pelo organismo humano.
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METODOS

A colheita de cabelo foi realizada por técnicos do Laboratério de Patologia Clinica do Hospital de
S. Teotoénio nos individuos das vérias freguesias em estudo. De cada dador foi recolhida uma
amostra de cabelo, sempre que possivel cortada rente ao couro cabeludo. As amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos vedantes, devidamente identificados e transportados para o
ITN/DPRSN, em Sacavém. Ja no laboratério, a amostra foi seca a temperatura de 602 C e
pesada.

A andlise do ?'°Po foi iniciada com a adicdo de um tracador isotdpico interno, de actividade
conhecida, com o objectivo de quantificar o rendimento quimico do processo analitico. O is6topo
escolhido foi 0 polénio (***Po) por ter uma energia de emisséo bem distinta do #'°Po (Carvalho,
1995).

Adicionaram-se 15 ml uma solucdo de &cido nitrico (HNOs; a 65% p/v) e cerca de 2 ml de uma
solucao de peréxido de hidrogénio (H.O, a 30% p/v) de modo a solubilizar a quente a amostra e
destruir a matéria organica. A eliminacdo do HNO; foi feita posteriormente levando a amostra a
secura, seguida de lavagens sucessivas com uma solug¢ao de acido cloridrico (HCI a 37% p/v).
O residuo obtido foi dissolvido numa solu¢éo de HCI 0.5 M, ao qual foram adicionados 4 ml de
4cido L-ascérbico 25 mgL™”, com o objectivo de eliminar a interferéncia dos ides de ferro na
deposicao espontanea do polénio num disco de prata. O processo de deposicdo decorreu a
temperatura ambiente durante 12 horas. Os discos de prata foram posteriormente medidos com
detectores de silicio semi-condutores de barreira da Ortec EG&G. Apds a primeira deposicao de
polénio a amostra foi armazenada por um periodo superior a seis meses, de forma a permitir o
crescimento da actividade de 2'°Po proveniente do decaimento do ?'°Pb contido na amostra,
repetindo-se o procedimento da deposicdo sobre um novo disco de prata como foi descrito
acima. Através da medida do 2'°Po obtida nesta segunda analise, foi determinada a actividade
do #°Pb. A primeira determinagéo de ?'°Po é corrigida, tendo em conta as datas da colheita da
amostra e da andlise, e subtraindo o ?°Po proveniente do decaimento do #'°Pb durante o

armazenamento da amostra antes da primeira deposicéo do ?'°Po.

A precisdo deste procedimento analitico é testada periodicamente através da analise de
materiais de referéncia e da participacdo em exercicios internacionais de inter comparagao,
organizados nomeadamente pela AIEA, com bons resultados. O rendimento quimico da
recuperacéo de #'°Po das amostras, controlado pelo tragador isotépico adicionado as amostras,
€ geralmente de cerca de 90% ou superior. Feita a propagacédo das incertezas, incluindo a da
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actividade do tragador € o erro da medida, a incerteza da determinagao das concentragdes de
%P0 e de 2'°Pb nas amostras foi, em média de 4,5% e 8%, respectivamente. Os resultados da
determinacéo das concentracdes de 2'°Po e ?'°Pb nos cabelos estdo expressos em actividade
por unidade de massa, i.e., em becquerel por quilograma de cabelo seco (Bq kg™).

Foram analisadas 588 amostras de cabelos, correspondentes a individuos entre os 45 e 64 anos
de idade, sendo 398 mulheres e 190 homens. O total dos individuos amostrados corresponde a
trés grupos de exposicao: o grupo exposto (GE) com 281 individuos, e 0 grupo ndo exposto
(GN) com 307 individuos. O grupo designado por ndo exposto resulta da reuniao de dois sub
grupos, o GN1 com 126 individuos e o GN2 com 181 individuos, conforme o critério de escolha
das freguesias exposto no Relatério Cientifico | (Falcao et al, 2005) e resumido na Introdugao
deste Relatério.

Para avaliar se as diferengas encontradas na comparacao dos diferentes grupos da populacao
em estudo eram ou nao estatisticamente significativas, foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Kruskal Wallis, uma vez que as amostras nao satisfizeram os critérios de normalidade e
homocedasticidade necessarios para utilizagdo dos testes paramétricos. O valor-p do teste
Kruskal Wallis € denominado por p? nos Quadros seguintes.

A analise dos dados centrou-se na comparacao dos individuos pertencentes a GE com os de
GN no seu conjunto e, também, de GE com GN1 e GN2 isoladamente. Para além da utilizagéo
do teste de Kruskal Wallis, para comparar os diferentes grupos de populacao, foi feita uma
analise multifactorial de forma a ajustar possiveis factores de confundimento. O valor-p da
variavel grupo de exposicdo no modelo é designado por p°. Nos Quadros os valores de p? e p°
correspondentes a comparagao de GE com outro grupo sdo indicados na coluna deste ultimo
grupo, excepto para as comparacoes de GN1 com GN2 caso em que sdo indicados na coluna a
direita.

O nivel de significancia considerado neste estudo foi de 10%, tal como no Relatério Cientifico |,
ou seja, se os valores de p forem inferiores a 0,10 as diferencgas entre grupos séo consideradas
estatisticamente significativas. Recorde-se que o nivel de significancia € o nivel de probabilidade
para rejeicao da Hip6tese Nula, mas ndo prova que a Hip6tese Nula é certa ou errada
(Beaglehole et al., 1993).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O Quadro 1 apresenta a actividade média e a gama de concentracées (Bq kg™') de #'°Po e #'°Pb
e a razao ?'°Po/*'°Pb calculada para os grupos de Homens e Mulheres. Tomando como base de
comparacéo a média geométrica, de uma forma geral a concentracdo de *'°Po nas amostras de
cabelo foi cerca de 7 a 8 vezes superior & concentracdo média de ?'°Pb. Este resultado permite
deduzir que a maior parte da actividade de polénio medida no cabelo provém da excrecao de
#%pg existente no organismo através da sua incorporacdo directa no cabelo, e ndo do
decaimento radioactivo do 2'°Pb incorporado no cabelo, caso em que se verificaria sempre
#10pg <2%Pp, Adicionalmente, como a razdo #'°Po/*'°Pb na dieta Portuguesa é de cerca de 2,5, a
razdo das concentragdes destes radionuclidos nos cabelos ndo é o resultado da excregao
directa das actividades de %'°Po e 2'°Pb ingeridas, mas implica uma mobilizacdo adicional de

21%Po do deposito de radionuclidos acumulados no organismo e sua excregao.

Observou-se também que as diferencas nas concentragées de *'°Po e 2'°Pb entre Mulheres e
Homens sdo estatisticamente significativas (p<0,10). Uma interpretacao possivel prende-se com
o comprimento do cabelo analisado, i.e., a distancia ao couro cabeludo da cabeleira de onde é
cortada a amostra. De uma forma geral, o cabelo das mulheres é mais longo que o dos homens,
e tendo em conta que o cabelo cresce a uma taxa de cerca de 1 cm por més e que o ?'°Po tem
um periodo de 138 dias, colher uma amostra na extremidade de uma cabeleira longa implica
que a concentracdo de ?'°Po nessa regido de cabelo ja sera mais baixa, devido ao decaimento
radioactivo, comparativamente a concentracdo medida num cabelo curto. Por outro lado, o
resultado de 2'°Pb no cabelo sugere que a ingestdo e a eliminacdo deste radionuclido do
organismo sdo mais elevadas nos Homens.

Na auséncia de informacdes detalhadas sobre os habitos alimentares especificos destes
grupos, nao é possivel explicar as diferengas de concentragcbes de radionuclidos entre sexos.
Tratando-se de populagbes rurais, em que as mulheres tém uma vida mais sedentaria e os
homens mostram maior mobilidade (deslocacdo para o trabalho, refeicdes fora de casa, etc.)
pode-se, ainda assim, sugerir que a ingestdo de alimentos e 4gua no caso dos Homens nao
esta tdo circunscrita ao local de residéncia como no caso das mulheres, o que pode originar
taxas de ingestéo de radionuclidos diferentes para os dois sexos.
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Quadro 1 — Concentracéo de 2'°Po e #'°Pb nos cabelos segundo o
sexo da populacéo.

ACtIVIda-1de 210P° 210Pb 210P°/210Pb
(Bgkg)

Mulheres (n=398)

Média geométrica 19,4 2,3 8,3
Média aritmética 25,7 3,9 13,4
Minimo 0,9 0,3 0,6
Maximo 133,1 58,3 1441
Homens (n=190)

Média geométrica 22,1 3,0 7,3
Média aritmética 29,4 4,5 12,3
Minimo 0,5 0,5 0,4
Maximo 165,6 28,6 106,9
p? 0,045 0,001 0,128

p.2 comparagao entre grupos - Kruskal.Wallis

Uma das possiveis fontes de absorcdo de ?'°Po e ?"°Pb é o fumo de tabaco, pois estes
radionuclidos estdo presentes no fumo dos cigarros numa concentragdo elevada (Carvalho e
Oliveira, 2006b). De forma a verificar se o0 consumo de tabaco poderia influenciar os resultados
na comparagao da populacao de GE com GN, comparou-se a populacado de fumadores com a
de ndo fumadores (Quadro 2). Os resultados obtidos indicam que o consumo de tabaco nao
influencia de forma estatisticamente significativa os resultados, visto que as diferencas entre
fumadores e ndo fumadores ndo sao significativas. Este resultado ndo surpreende totalmente,
dada a pequena contribuicdo dos radionuclidos do fumo de tabaco em comparagcdo com a
contribuicao da dieta para a contaminacao interna. O significado estatistico das diferencas entre
estes grupos deve, também, ser visto com alguma reserva porque a dimensao do grupo de
fumadores é muito reduzida (n = 50) relativamente ao grupo de nado fumadores (n = 537), ndo
sendo estas as melhores condicbes para efectuar a comparacdo. Por outro lado, ndo é
conhecida a contribuicdo do tabaco para a inalacao de radionuclidos nos fumadores passivos.
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Quadro 2 — Concentragdo de #°Po e ?'°Pb nos cabelos segundo o
consumo de tabaco.

Ac“"ida:de 210pg 210pp) 210p, 210p,
(Bakg)
Fumadores (n=50)
Média geométrica 18,4 2,1 8,7
Média aritmética 23,3 3,3 14,5
Minimo 3,4 0,5 1,4
Maximo 75,3 20,0 103,0
Nao fumadores (n=537)
Média geométrica 20,4 2,6 7,9
Média aritmética 27,3 4,2 12,9
Minimo 0,5 0,3 0,4
Maximo 165,6 58,3 1441
p? 0,283 0,171 0,636

p2. comparagéo entre grupos- Kruskal.Wallis

O Quadro 3 ilustra o valor da média geométrica, da gama, da média aritmética e da mediana
dos resultados da concentracao de 2'°Po no cabelo para os grupos GE, GN, GN1 e GN2.

Globalmente, isto é, para o conjunto dos dois sexos, o valor da média geométrica de GE foi mais
elevado que para GN, e sdo significativamente diferentes (p?=0,004; p° = 0,000). Isto resulta do
valor médio de GN ser diminuido pela baixa concentracao de GN2, pois, na realidade, GN1 foi
mais elevado, embora de forma nao significativa, que GE (p?=0,574; p° = 0,283). Ou seja, a
concentragdo de ?'°Po nos cabelos foi mais elevada em GN1 do que em GE e ambos tiveram
valores muito significativamente superiores a GN2. De resto, as concentragbes médias de GN1
e GN2 sio significativamente diferentes entre si (0?=0,000).

Esta ordem das concentracdes de ?'°Po deve-se aos resultados para o grupo Mulheres que
apresentam elevada concentracdo de 2'’Po em GN1, sendo, por seu turno, GN1
significativamente mais elevado que GN2 (p®=0,000). Por sua vez, o grupo Homens apresentou
concentragbes de 2'°Po mais elevadas em GE que em GN1, e em GN1 mais elevadas que em
GN2 mas sem que GN1 e GN2 fossem significativamente diferentes (p?=0,496). Esta hierarquia
de resultados sugere uma maior mobilidade dos Homens, expondo-se pela ingestdo a uma
maior acumulagdo interna de ?'°Po pela ordem GE>GN1>GN2, enquanto as Mulheres terdo
maior sedentarismo e estardo mais expostas & acumulacdo interna de ?'°Po pela ordem
GN1>GE>GN2.
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Quadro 3 — Concentracdo de polénio 2'°Po nos cabelos segundo os grupos de
eXposicao e 0 sexo.

210p GE GN GNi1 GN2 p (GN1/GN2)
1 (m+h=281; (m+h=307; (m+h=126; (m+h=181;
(Bakg’) m=197;h=84) m=201;h=106) m=84;h=42) m=117;h=64)
Total
Média geométrica 22,9 18,1 23,5 15,0
Minimo 2,5 0,5 1,9 0,5
Maximo 165,6 142,2 104,2 142,2
Média aritmética 28,9 25,1 27,8 23,2
Mediana 23,3 20,5 241 15,3
P 0,004 0,574 0,000 0,000
P’ 0,000 0,283 0,000
Mulheres
Média geométrica 21,8 17,3 24,6 13,5
Minimo 2,5 0,9 5,3 0,9
Maximo 133,1 116,6 104,2 116,6
Média aritmética 27,5 24,0 28,4 20,8
P 0,013 0,228 0,000 0,000
Homens
Média geométrica 25,7 19,5 21,5 18,4
Minimo 7,4 0,5 1,9 0,5
Maximo 165,6 142,2 70,1 142,2
Meédia aritmética 32,2 27,2 26,5 27,6
P 0,070 0,402 0,045 0,496

p? comparagao entre grupo s- Kruskal Wallis

0°. valor de p apds ajustamento pelo modelo de ANOVA multifactorial- GE/GN: -In (ActPO_210+1) = 2,556 +
0,257(uso de pesticidas nos ultimos 12 meses)+ 0,004(anos de residéncia na freguesia)+ 0,007(consumo de
alcool)+ 0,277(GE); GE/GN1: In (ActP0_210+1)=2

Lista da totalidade das varidveis ensaiadas nos modelos: Anexo H- Lista B

O Quadro 4 ilustra o valor da média geométrica, a gama, a média aritmética e a mediana da
distribuicdo da concentragdo do chumbo, 2'°Pb, no cabelo para os grupos GE, GN, GN1 e GN2.
Da anélise da concentracéo de ?'°Pb nos cabelos, e quando ambos os sexos sdo tomados em
conjunto, o valor da média geométrica de GE foi mais baixo e significativamente diferente do
valor de GN (p°=0,000). Na realidade, este resultado é devido ao valor elevado de #°Pb em
GN1, pois os resultados para GE e GN2 nao sao significativamente diferentes para ambos os
métodos utilizados para testar a Hipétese Nula (p?=0,528; p°=0,493), enquanto GN1 é
significativamente mais elevado que GN2 (p=0,000).
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Analisando os resultados para cada um dos sexos separadamente, verifica-se que o grupo
Mulheres apresentou concentragées de *°Pb consistentemente mais elevado em GN1 e
significativamente diferente de GE e de GN2 (p?=0,000). Os resultados para o grupo Homens
apresentou concentracdes de *'°Pb ainda mais elevadas que o grupo Mulheres em GN1, e
concentragdes idénticas em GE e GN2 (p?=0,700).

Quadro 4 — Concentragdo de chumbo radioactivo #'°Pb nos cabelos segundo
0S grupos de exposicao e 0 sexo.

210py, GE GN GN1 GN2 p (GN1/GN2)
(Bq kg") (m+h=281; (m+h=307; (m+h=126; (m+h=181;
m=197;h=84) m=201;h=106) m=84;h=42) m=117;h=64)
Total
Média geométrica 2,1 3.1 4,7 2,2
Minimo 0,3 0,3 0,9 0,3
Maximo 34,9 58,3 40,1 58,3
Média aritmética 3,2 5,0 6,5 3,9
Mediana 1,9 2,9 4.8 2,0
P 0,000 0,000 0,528 0,000
p° 0,000 0,000 0,493
Mulheres
Média geométrica 1,9 2,9 4,5 2,1
Minimo 0,3 0,3 1,0 0,3
Maximo 34,9 58,3 40,1 58,3
Meédia aritmética 3,0 4,8 6,4 3,7
P 0,000 0,000 0,434 0,000
Homens
Média geométrica 2,6 3,4 53 2,6
Minimo 0,6 0,5 0,9 0,5
Maximo 22,2 28,6 20,0 28,6
Meédia aritmética 3,7 5,2 6,6 4,2
P 0,040 0,000 0,700 0,000

p2. comparagdo entre grupos — Kruskal Wallis

0°. valor de p apds ajustamento pelo modelo de ANOVA multifactorial- GE/GN: -In (ActPb_210+1) = 0,552 +
0,264(uso de pesticidas nos ultimos 12 meses)+ 0,012(idade)+0,007(consumo de alcool)- 0,211(GE);
GE/GN1: In (ActPb_210+1)=1,072+ 0,212(trab. minas uranio)

Lista da totalidade das variaveis ensaiadas nos modelos: Anexo H- Lista B

19



O Quadro 5 apresenta os resultados para a razdo das concentragdes de ?'°Po e ?'°Pb nos
cabelos dos varios grupos de populagdo. Para os dois sexos tomados em conjunto a média
geométrica da razéo ?'°Po/*'°Pb de GE foi cerca de duas vezes o valor de GN (p?=0,000). GE foi
também significativamente mais elevado que GN1 e GN2, e GN1 e GN2 foram
significativamente diferentes entre si (p?=0,018). Observando os resultados para cada um dos
sexos, a razdo 2'°Po/?'°Pb apenas nao foi significativamente diferente no grupo Mulheres entre
GN1 e GN2 (p?=0,442).

Quadro 5 - Resultados da razdo das concentragées de ?'°Po e #'°Pb nos
varios grupos da populagao.

GE GN GN1 GN2  p(GN1/GN2)
210po/2'%pp (m+h=281;  (m+h=307; (m+h=126; (m+h=181;
m=197:n=84) m=201;h=106) m=84:n=42) m=117:h=64)

Total

Média geométrica 11,0 5,9 5,0 6,7

Minimo 1,0 0,4 0,6 0,4

Maximo 135,8 1441 36,2 144 1

Meédia aritmética 16,7 9,7 6,6 11,8

Mediana 10,8 5,5 4,95 6,2

p? 0,000 0,000 0,000 0,018
Mulheres

Média geométrica 11,5 6,0 55 6,4

Minimo 1,1 0,6 0,9 0,6

Maximo 135,8 1441 25,0 1441

Média aritmética 17,5 9,3 7,2 10,9

p’ 0,000 0,000 0,000 0,442
Homens

Média geométrica 9.9 5,7 4.1 71

Minimo 1,0 0,4 0,6 0,4

Maximo 103,0 106,9 36,2 106,9

Média aritmética 14,9 10,2 5,4 13,4

p? 0,000 0,000 0,039 0,005

P2 comparagao entre grupos — Kruskal Wallis
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CONCLUSOES

Na totalidade das amostras de cabelos humanos verificou-se que a concentracdo de *'°Po foi
sempre superior a de ?'°Pb, em média cerca de 8 vezes, confirmando que uma actividade de
#1%¢ significativamente mais elevada que a de ?'°Pb é excretada pelo cabelo. Esta eliminagéo
preferencial do ?'°Po em comparacdo com o ?'°Pb, ndo é suportada directamente pela ingestéo
e inalagcdo, na qual a razdo ?"°Po/*"®Pb ndo excede 2,5, pelo que grande parte do 2'°Po
eliminado pelo cabelo teve origem no depdsito interno dos radionuclidos precursores do ?'°Po.

A inalacéo de fumo de tabaco pelo Homem é uma das possiveis fontes de incorporagao de #'°Po
e de ?°Pb, tendo sido admitida a possivel existéncia de uma associagdo positiva entre o
consumo de tabaco e as concentracdes destes radionuclidos no cabelo dos fumadores. Nao se
confirmou esta relacdo na populagdo estudada, em parte possivelmente devido ao reduzido
tamanho do grupo de fumadores mas também devido ao pequeno contributo do tabaco em
comparagdo com as outras origens destes radionuclidos. Este resultado negativo elimina a
possibilidade de a origem dos radionuclidos presentes no cabelo dos grupos da populacdo
estudados poder ser atribuida aos habitos de fumo.

As concentracées de 2'°Po nas amostras de cabelo do grupo exposto (GE) foram
significativamente mais elevadas que no grupo nao exposto (GN) tomado globalmente. Contudo
os resultados mostraram também que as concentracdes de ?'°Po ndo sdo significativamente
diferentes entre GE e GN1, e que ambas sdo significativamente mais elevadas que as
concentragbes de GN2, isto €, GE=GN1>GN2. Estas diferencas entre os grupos geograficos
reflectiram-se directamente nos resultados do sexo feminino. Sabendo-se que o modo de vida
rural condiciona a mobilidade das mulheres e encoraja 0 maior consumo dos produtos horticolas
locais, aquele resultado sugere a acumulagdo no organismo de actividades mais elevadas de
1%, e possivelmente de outros radionuclidos da familia do uranio precursores do 2'°Po, na
populacao das freguesias de GN1 e GE onde houve minas e ha escombros mineiros, e menos
significativas em GN2 onde ndo houve minas de uranio.

Com as concentracdes de 2'°Pb nos cabelos verifica-se que o grupo GN tomado globalmente
foi significativamente mais exposto a este radionuclido que GE. Contudo, GE e GN2 nao foram
significativamente diferentes, e é inteiramente devido a contribuicdo de GN1 que GN é
significativamente mais elevado que GE. Esta hierarquia dos resultados, isto €, GN1>GE=GN2,
reflecte-se de igual modo nos dois sexos e sugere uma ingestdo mais elevada de ?'°Pb em
GN1.Esta exposicao mais elevada ao 2'°Pb nas freguesias de GN1 parece resultar de um factor
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local e que ndo ocorre em GE. Sendo a ingestédo a via principal de contaminagéo interna para
estes radionuclidos, os resultados sugerem que a populacdo de GN1 podera consumir agua de
abastecimentos locais (nascentes, pogos e furos) e/ou alimentos das hortas com concentragdes
mais elevadas de ?°Pb e, eventualmente, de outros radionuclidos da familia do uranio. A
observacdo das concentragdes de radionuclidos nas amostras ambientais analisadas sugere
que se trata do consumo de a4gua com concentracdo mais elevada de 2'°Pb em GN1 (Falcéo et
al., 2005). Note-se que a populagdo de GE é abastecida por rede publica com agua da
Barragem de Fagilde, que contém 2'°Po e ?'°Pb em concentracées baixas, e ndo por furos e
nascentes locais como sucede em GN2.

A hipo6tese formulada no inicio deste estudo admitia a existéncia de uma associagao positiva
entre a exposicdo a mina da Urgeirica e escombreiras do tratamento quimico do minério e as

concentracdes de ?'°Po e de ?'°Pb no cabelo dos habitantes.

A apreciacdo dos resultados de ?'°Po indica que a exposicdo as minas e escombreiras do
tratamento quimico do minério de uranio resulta numa acumulagdo interna de ?'°Po na
populacao da freguesia de Canas de Senhorim (GE), idéntica a de GN1, e em ambas
significativamente mais elevada que em GN2. Assim, através do ?'°Po confirma-se, por
comparagdo com o fundo radioactivo natural representado por GN2, a hipétese inicial da
contaminacao interna do organismo em GE em consequéncia da exposicdo a mina e aos
residuos do tratamento quimico do minério de uranio. Os resultados indicam ainda que esta
contaminacao ocorreu também em GN1, onde a populacdo esta exposta a presenca de
mineralizagbes de uranio e aos escombros mineiros resultantes da actividade extractiva
passada. A excrecdo mais elevada de ?'°Po pelo cabelo nos individuos de GE e GN1 resulta da
formagao de um deposito interno também mais elevado dos radionuclidos progenitores do *'°Po
no organismo, sobretudo ?*°Ra e #'°Pb, o qual, provavelmente, se formou gradualmente durante

a vida dos elementos da populagao estudada.

A apreciagdo dos resultados do ?'°Pb no cabelo indica que as concentragbes s&o
significativamente mais elevadas na populacdo de GN1 do que nas populacoes de GE e de
GN2, o que sugere que a populacdo de GE nao esta, hoje, mais exposta a ingestdo deste
radionuclido que GN2 e, ainda que, no presente, em GN1 ha exposi¢cdo a concentragdes acima
do fundo natural deste radionuclido. Esta exposicdo por ingestao é, provavelmente, devida a
agua utilizada para consumo, como foi acima referido, contribuindo para a formagcao de um
deposito interno de ?'°Pb no organismo, também relativamente elevado, que originou as

concentracées elevadas de #'°Po medidas nos cabelos de GN1.
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Em resumo, do estudo dos radionuclidos nos cabelos dos trés grupos da populagdo pode

concluir-se:

1) O 2"Po confirmou uma acumulacdo interna de radionuclidos nos habitantes de GE
consistente com a exposigcao a radionuclidos da série do uranio resultante da extrac¢éo do
minério de uranio e presenca dos escombros do tratamento quimico do minério;

2) O #Po revelou também uma acumulagdo de radionuclidos no grupo GN1 semelhante & de
GE, e que, em ambos os grupos, foi significativamente mais elevada que em GN2 (o qual
representa a exposicao ao fundo radioactivo natural ndo modificado);

3) A concentracdo de ?'°Po no cabelo sugere ainda que a elevagdo da acumulacgéo de 2'°Po no
organismo em GE e GN1 foi cerca de 1,5 vezes a acumulagéo devida a exposi¢cao ao fundo
radioactivo natural em GN2;

4) As diferengas entre grupos na excrecdo de *°Po indiciam a existéncia de um depésito
interno de radionuclidos precursores do ?'°Po, provavelmente de ?*°Ra - #'°Pb fixado no
esqueleto, relacionado com a exposi¢do ao longo da vida aos radionuclidos resultantes da
extracgao e tratamento do minério de uranio;

5) O #°Pb indicou que a ingestdo actual deste radionuclido em GE é idéntica & de GN2, ou
seja, ndo é mais elevada que no grupo exposto ao fundo radioactivo natural. Contudo, em
GN1 a ingestdo de 2'°Pb é hoje superior a de GE e de GN2, provavelmente por um factor de
2.

A dose de radiacdo suplementar para os tecidos internos do corpo humano resultante da
acumulacao no organismo de radionuclidos da série do uranio sera, em grande parte, devida a
emissao alfa do ?°Po (UNSCEAR, 1988). Por comparagdo com o grupo de referéncia (GN2) os
resultados sugerem que a concentragdo interna de ?'°Po nos grupos GE e GN1 podera ser
cerca de 1,5 superior a de GN2.

Tomando como base a dose média de radiacdo para a populacao, 2,8 mSv/ano devido a todas
as fontes de radiacao, sabe-se que a parte devida aos radionuclidos do fundo radioactivo natural
é de 1,5 mSv/ano, e na qual o ?'°Pb-?"°Po interno contribuem com cerca de 9.7%, isto &, com
0,14 mSv/ano (UNSCEAR 1988, 2000). Admitindo a mesma proporcdo observada para o ?'°Po
nos cabelos de GE e GN1 em comparacdo com GN2, a exposicdo adicional devida ao ?'°Pb-
21%Po interno dos residuos da extracgdo do uranio podera aumentar a dose de radiagdo interna
de 0,14 mSv/ano para cerca de 0,21 mSv/ano. Um acréscimo de dose de radiacdo interna desta
ordem estara dentro da gama da variacao do fundo radioactivo natural observada em varias
regides do mundo (UNSCEAR, 2000).
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ANEXO

ANEXO ListaB
Variaveis ensaiadas no modelo

Sexo

Estado civil

Trabalhou em empresas de minas de uranio
Usou pesticidas nos ultimos 12 meses
Trabalho no campo

Fumador actual

ldade

Anos de escolaridade completos

Anos de residéncia na freguesia onde vive
Anos de emigracao

Concentragao de alcool
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INTRODUCAO

O uranio é um metal pesado que, em resultado do seu decaimento, emite radiagao alfa e

alguma radiacdo gama, possuindo assim, manifesta toxicidade quimica e radiolégica.

Estdo bem documentados os efeitos nefastos da exposi¢cdo ao urénio e aos produtos do seu
decaimento na saude do Homem, incluindo alteragées da funcado renal e da fun¢do reprodutora
(revisto em Brugge et al., 2005) e ainda um aumento da incidéncia de cancro, particularmente
dos ossos, do pulmao e do sistema linfo/hematopoiético (Kathren e Moore, 1986; Kathren et al.,
1989; Kusiak et al., 1993).

As propriedades carcinogénicas do uranio relacionam-se com a sua capacidade de interagir com
a molécula de DNA, que contém todo o patriménio genético e integra a estrutura dos
cromossomas, levando a formacao de lesdes na molécula cujos efeitos podem ser traduzidos na
inducdo de mutagdes génicas (Stearns et al., 2005) e de quebras e outras aberragbes
cromossomicas (Smerhovsky et al., 2002).

As aberragbes cromossomicas nos linfocitos circulantes sdo consideradas o indicador mais
adequado de exposi¢do a radiacdo, uma vez que correspondem a um efeito bioldégico precoce,
revelam elevada sensibilidade e sdo dependentes da dose, verificando-se uma estreita
correlagdo entre os niveis de irradiagao celular e a frequéncia de anomalias cromossémicas. A
dosimetria radiobioldgica, que quantifica a irradiacdo a que foi submetido o individuo, baseia-se
geralmente na analise de aberragdes cromossémicas em linfécitos do mesmo.

A andlise de cromossomas dicéntricos (cromossomas com dois centrémeros, resultantes da
fusa@o de partes de cromossomas distintos) é o método que tem sido mais usado em dosimetria
radiobiolégica, especialmente em casos de exposicao recente a radiagédo ionizante (Edwards,
1997). Contudo, os cromossomas dicéntricos, assim como os fragmentos acéntricos
(fragmentos de cromossomas sem centromero) e os anéis (cromossoma em forma circular
devido a fusdo das suas extremidades) constituem tipos de aberragcbes cromossémicas
instaveis, uma vez que sao eliminados da célula aquando da divisao celular.

Assim, quando se trata de avaliar os efeitos cumulativos de uma exposicdo prolongada, a
analise de aberracboes cromossémicas estaveis, como por exemplo as translocagbes (trocas
entre cromossomas), constitui uma metodologia particularmente adequada (Edwards et al.,
2005) por, contrariamente aos dicéntricos, as translocagdes ndo serem eliminadas da célula

pelas divisbes celulares subsequentes e se acumularem no organismo.

29



Recentemente, tornou-se possivel efectuar a pesquisa e andlise de translocagdes, usando a
técnica de hibridacdo do DNA in situ por fluorescéncia (FISH). Simultaneamente podem
analisar-se aberragdes instaveis como cromossomas dicéntricos, fragmentos acéntricos e anéis.
Este método, sendo um processo susceptivel de automatizagcao, permite efectuar de uma forma
expedita a andlise de elevado nimero de células, em estudos epidemiolégicos.

Para além dos efeitos genotdxicos referidos, a radiacdo ionizante determina ainda uma
variedade de outras respostas celulares, nomeadamente alteragdo da sintese de um conjunto
de proteinas onde se incluem enzimas de reparagcdo do DNA. Em particular, quando células
expostas inicialmente a baixas doses de radiacdo (ou de outro agente genotdxico) sao
subsequentemente expostas a uma dose elevada, podem observar-se alteragdes que se
traduzem por um de dois tipos de efeitos: i) uma hipersensibilidade, que consiste num aumento
das lesdes cromossémicas face as esperadas; ii) uma resposta adaptativa, que se traduz por
um efeito oposto, ou seja por uma reducdo nos danos cromossémicos esperados, face a dose
de radiagdo aplicada. Ambas as respostas reflectem alteracbes na capacidade celular de
reparacao de lesdes do DNA. A resposta adaptativa reflecte uma proteccdo da célula face a
irradiacao, que se julga resultar essencialmente de um aumento da competéncia de reparacao
de lesdes do DNA, estimulado pelos baixos niveis de exposicao genotodxica prévios (revisto em
Oliveira et al., 1998).

O teste challenge foi concebido para detectar diferengas na competéncia de reparagdo de
lesdes do DNA na sequéncia da exposicao a doses baixas de radiacdo. Baseia-se na analise de
anomalias cromossémicas em células previamente submetidas a baixas doses de radiacao
(dose condicionante), experimental ou ambiental, as quais é subsequentemente aplicada uma
dose elevada (dose challenge).

Alguns estudos tém reportado aumentos de anomalias cromossémicas decorrentes da
exposicao ao uranio em mineiros (Sram et al., 1993; Zaire et al., 1997; Meszaros et al., 2004) e
em trabalhadores de centrais nucleares (Prabhavathi et al., 2003; Martin et al., 1991). Contudo,
noutros estudos semelhantes em mineiros os resultados foram negativos (Muller et al., 2004;
Loyd et al., 2001). No que diz respeito a situacoes de exposicao nao ocupacional ao uranio, os
dados existentes sao escassos e contraditorios. Que se saiba foi apenas efectuado um estudo
de aberragbes cromossomicas em residentes na periferia de minas de uranio, tendo sido
observado um pequeno aumento, embora nao significativo, da frequéncia de anomalias
cromossomicas espontaneas (Au et al., 1995).
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O recurso ao ensaio challenge tem também revelado resultados distintos, que vao desde um
aumento, ainda que nao significativo, de aberragbes cromossémicas, em residentes na
proximidade de minas de urénio e seus residuos (Au et al., 1995) a um decréscimo das lesbes
no DNA em situacdo de exposicdo a elevado fundo radioactivo natural (Ghiassi-Nejad et al,
2002) ou de exposicao ocupacional, a radiacdo em centrais nucleares (Thierens et al., 2002),
ou ambiental, na sequéncia do acidente de Chernobyl (Tedeschi et al., 1996). Outros estudos
em casos de exposicao ocupacional ao uranio (Joksik et al., 2004) nao demonstraram qualquer
efeito, apds a dose challenge.

Sabe-se que tanto as mutagbes na molécula de DNA como as aberragbes cromossomicas
podem, entre outros efeitos, determinar o desenvolvimento de cancro ou o aparecimento de
anomalias na descendéncia. Varios estudos confirmaram que as anomalias cromossomicas sao
0s biomarcadores precoces mais relevantes para predizer o risco de cancro. Em estudos
epidemioldgicos verificou-se uma associacao positiva entre a frequéncia elevada de aberracdes
cromossomicas e o risco de cancro, mortalidade por cancro e, inclusive, que a frequéncia de
aberracdes cromossémicas pode ter valor preditivo para o risco de cancro (Hagmar et al., 1998;
Bonassi et al., 2000; Rossner et al., 2005). Noutro estudo concluiu-se que o risco de cancro
duplicou nos grupos populacionais com elevada frequéncia de aberragcbes cromossémicas
relativamente aos de baixa frequéncia (Hagmar et al., 1994).
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OBJECTIVOS

Conforme mencionado no Relatério Cientifico |, o projecto MinUrar foi planeado com a finalidade
de verificar se as populagdes que vivem junto das minas de uranio da Urgeirica e escombreiras
resultantes da exploracdo dos minérios radioactivos - populacdo de Canas de Senhorim -
apresentam riscos para a salde superiores aos de populacdes da mesma regido do pais e com
caracteristicas semelhantes, mas residentes em locais onde nao existe qualquer mina de uranio
ou escombreira.

O presente estudo, visando a andlise de eventuais efeitos genotéxicos na populacdo de Canas
de Senhorim, pretendeu testar duas hipéteses principais:

i) Existe uma associacao positiva entre a exposicdo a mina da Urgeirica e escombreiras do
tratamento quimico do minério e a ocorréncia de anomalias cromossomicas em linfocitos de

sangue periférico.

ii) Existe uma associacao entre a exposicdo a mina da Urgeirica e escombreiras do tratamento
quimico do minério e uma alteracdo da competéncia de reparacdo de lesdes do DNA em
linfocitos de sangue periférico.
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MATERIAL E METODOS

DELINEAMENTO GERAL

O estudo centrou-se na comparagao entre dois grupos populacionais, denominados grupo
exposto (GE’) e grupo ndo exposto (GN2’). O grupo GE’ integra residentes da freguesia de
Canas de Senhorim, onde estd localizado o nucleo industrial da mina da Urgeirica e o conjunto
das maiores escombreiras resultantes da exploragdo e tratamento quimico dos minérios

radioactivos.

O grupo GN2’ é constituido por residentes de um conjunto de quatro freguesias da mesma
regido em que nao se conhece qualquer ocorréncia de mineralizagdo de uranio e, por maioria de
razao, nao existiu qualquer actividade industrial de exploracao desses minérios. Sao elas: S.
Pedro (Celorico da Beira), Satao (Satao), Campo da Madalena (Viseu) e Seia (Seia).

SELECGAO DOS PARTICIPANTES

O grupo GE’ foi constituido por 32 individuos e o grupo GN2’ ou de controlo, por 33 individuos.
O primeiro foi seleccionado de entre uma amostra aleatéria de 285 residentes ha mais de 5 anos
na freguesia de Canas de Senhorim, enquanto que o grupo GN2’ foi seleccionado de entre 186
residentes nas outras quatro freguesias, com a seguinte distribuicdo: S. Pedro - Celorico da
Beira, 8; Satdo, 6; Campo de Santa Madalena, 14 e Seia, 5 individuos. Todos fizeram parte do

grupo avaliado para o estado de satide no ambito do projecto MINURAR (Marinho Falc&o et al.,

2005), sendo os individuos do grupo GE’ parte do grupo GE daquele estudo e os do grupo GN2’
parte do grupo GN2.

Ambos os grupos foram constituidos por individuos do sexo masculino, ndo fumadores e com
idades entre 45 e 64 anos. A idade média dos componentes do grupo GE’ foi de 54,3 anos € a
dos do grupo GN2' de 55,7 anos. Todos os individuos responderam a um questionario sobre
aspectos profissionais, médicos e comportamentais e, devidamente informados, deram a sua

autorizagéo por escrito para participarem no estudo.

Constituiram ainda critérios de exclusdo: neoplasia maligna actual ou anterior, cirurgia ou
transfusdo de sangue ha menos de 6 meses ou medicagdo por tuberculostaticos ou
quimioterapicos.
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Do grupo GE’ excluiram-se também os individuos com exposi¢cdo ocupacional ou ambiental a
outros agentes potencialmente genotodxicos, enquanto que do grupo GN2’, excluiram-se todos
os individuos com exposi¢ao ocupacional ou ambiental a uranio ou seus residuos e a outros

agentes potencialmente genotdxicos.

METODOS

Os dois grupos foram analisados no que respeita a frequéncia de aberragdes cromossémicas
nos linfécitos do sangue periférico dos individuos em estudo.

De uma forma breve, os métodos incluiram a colheita de sangue e a cultura de linfocitos a partir
de sangue total - nao irradiado (frequéncia basal) e irradiado (ensaio challenge), com 2 Gy de
radiacdo gama (fonte de ®°Co, 0,217 — 0,245 Gy/min) - durante 44 h (n&o irradiado) ou 48h
(irradiado), a 37°C.

Procedeu-se seguidamente a colheita e espalhamento dos linfécitos em lamina de microscépio,
para obtencdo de preparacdoes de metafases, de acordo com métodos optimizados no
laboratério. As laminas foram codificadas e o estudo processou-se com ocultagao.

Seguiu-se a realizacao da técnica de FISH (hibridacdo do DNA in situ com fluorescéncia) com
sondas-biblioteca marcadas com o fluorocromo Texas Red para os cromossomas 1, 2 e 4
(MetaSystems GmbH, Alemanha). Estas sondas hibridam com a sequéncia complementar de
DNA, o que determina a coloragédo a vermelho daqueles cromossomas, enquanto os restantes
sao corados a azul por um fluorocromo especifico (DAPI) (Fig. 1). No total, os cromossomas
pintados correspondem a 22,7 % do genoma humano (Morton et al., 1991).

A andlise das aberragdes cromossdmicas (Fig. 2) realizou-se com recurso a dois sistemas
idénticos de analise de imagem acoplados a microscopios Zeiss Axioplan equipados com
camara CCD (MetaSystems, GmbH) (Fig. 3), um situado no Centro de Genética Humana (CGH -
INSA) e o outro no Departamento de Protecgdo Radiolégica e Seguranca Nuclear (DPRSN -
ITN).

A homogeneizacao da andlise e a classificacdo das aberracdes cromossémicas pelos 2 grupos,
foi conseguida apds véarias sessfes de interpretagdo comparativa dos resultados obtidos no
CGH e no DPRSN. No decurso do trabalho, continuaram a realizar-se sessdes periddicas entre
0s participantes das duas Instituicbes, para discussdao de duvidas na interpretacdo dos
resultados de algumas imagens.
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O sistema de analise de imagem permitiu a pesquisa automatizada de metafases em 10 a 15
minutos por lamina (Metafer 4, MetaSystems), seguida de captura, em grande ampliacao,
digitalizagdo e gravagdo das imagens em cerca de 35 a 40 minutos por cada 100 metafases
(Autocapt, MetaSystems).

Por fim, a andlise detalhada de cada metafase (Figs. 1 e 2) foi efectuada por analise visual no
monitor, com auxilio do software adequado (ISIS, MetaSystems) estimando-se uma média de 1
a 2,5 horas para a analise de 100 metafases resultantes, respectivamente, de sangue nao
irradiado e irradiado

Figura 1 — Fotografia de uma metafase sem
anomalias, evidenciando trés
pares de cromossomas pintados:
cromossomas 1,2 e 4

Para determinacdo da frequéncia basal de aberracbes cromossémicas analisaram-se um
minimo de 2000 metafases por individuo. No que se refere a determinacao da frequéncia de
aberragcbes cromossomicas radioinduzidas — ensaio challenge — foram analisadas 700
metafases por individuo, a excepgao de 10 individuos em que a menor qualidade das
preparagdes microscépicas nao permitiu atingir esse valor (valor médio do nimero de metafases
analisadas nestes casos:420).
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Figura 2 — Fotografias de uma metafase visualizada em contraste de fase (A) e
em fluorescéncia (B), evidenciando uma translocacdo reciproca (a),
um cromossoma dicéntrico (b), um anel céntrico (c) e um fragmento
acéntrico (d) envolvendo cromossomas pintados

Figura 3 — Fotografia do sistema automatizado de
pesquisa e andlise de imagem

Contabilizaram-se e classificaram-se as aberra¢cdes cromossémicas estaveis (translocacoes) e
instaveis (cromossomas dicéntricos, fragmentos acéntricos e anéis), envolvendo os 3 pares de
cromossomas pintados (Figuras 1 e 2), utilizando o sistema PAINT (Tucker et al., 1995; 2005;
2005a). Foi ainda registado o niumero de jungdes coradas, representando os pontos de quebra e

rearranjos entre material cromossdmico pintado e nao pintado.
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As frequéncias gendomicas de aberragbes cromossémicas (FG) foram calculadas por
extrapolagdo para o genoma total da proporcdo de aberragbes encontradas nos 3 pares de
cromossomas analisados que, como referido, representam 22,7% do genoma. Para tal, foi
usada a seguinte formula: (Lucas e Deng, 2000):

FG = Fi/ 2,05 fi (1-fi),

em que FG representa a frequéncia genémica da aberragdo cromossomica, Fi representa a
frequéncia esperada do tipo de aberracao cromossomica e fi a fracgdo do genoma pintado.

Para verificar a significancia estatistica das diferencas entre os grupos em comparacao foi
utilizado o teste t de Student para a comparagdo de duas médias, quando os critérios de
normalidade e homoscedasticidade estavam presentes. Quando aqueles critérios ndo estavam
cumpridos foi usado o teste de Mann-Whitney. Consideram-se como significativas as diferencas
entre grupos cujo teste de hipétese tenha obtido um resultado em que p < 0,05.
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RESULTADOS

A determinagdo das frequéncias basais de aberracbes cromossoOmicas nos dois grupos
populacionais GE’ e GN2’ envolveu a analise de um total de 136 882 células dos 65 individuos
em estudo.

A frequéncia genémica (FG) individual de aberragdes cromossémicas basais para os individuos
de ambos os grupos é apresentada no Anexo. A propor¢cdo de células com aberracdes
cromossomicas (doravante referidas como células aberrantes) bem como as frequéncias
gendmicas médias do total e de cada um dos tipos de aberragdes cromossémicas analisadas -
translocagbes, cromossomas dicéntricos, fragmentos acéntricos e anéis - e a percentagem de
juncoes coradas para cada um dos grupos estudados sao apresentados nos Quadros 1 e 2.

Observou-se um valor mais elevado da frequéncia de aberragdes cromossomicas, de células
aberrantes e de jungdes coradas no grupo GE’ comparativamente ao GN2’, embora este
aumento nao tenha significAncia estatistica (Quadro 1). A estratificagdo dos dados de
aberracdes cromossOmicas em aberracdes estaveis (translocacdes) e instaveis (dicéntricos,
fragmentos acéntricos e anéis), revelou a existéncia de um valor superior de translocagcdes no
grupo GE’ relativamente a GN2’, mas igualmente sem significAncia estatistica (Quadro 2). A
frequéncia de aberragdes instaveis foi semelhante nos dois grupos estudados.
Quadro 1 — Frequéncia basal (Média = DP) de células aberrantes e de jungdes
coradas e frequéncia gendomica® do total de aberracdes

cromossdmicas por 100 células nos grupos exposto (GE’) e de
controlo (GN2')

Grupo N Total de Células Juncoes FG Total
populacional células aberrantes coradas aberracoes
analisadas (%) (%)
GN2’° 33 69 199 0,90 + 0,26 1.20 +0.46 4,03 +1,36
GE'® 32 67 683 0,99+ 0,39 1.37£0.57 4,51 £1,67
p 0,177° 0,199° 0,204°

# De acordo com a férmula , FG = Fi/ 2,05 fi(1-f) em que FG = frequéncia gendmica da anomalia,
Fi =frequéncia esperada da anomalia e fi =fraccdo do genoma pintado (22,7%);

®GN2' — subgrupo seleccionado das quatro freguesias do grupo nao exposto, GN2;
GE’ — subgrupo do grupo exposto de Canas de Senhorim, GE;

¢ Calculado pelo teste de Mann-Whitney;

4 Calculado pelo teste t de Student.
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Quadro 2 - Frequéncia gendémica® basal (Média + DP) de translocagoes,
cromossomas dicéntricos e fragmentos acéntricos e anéis por 100
células nos grupos exposto (GE’) e de controlo (GN2))

Grupo Translocacoes Cromossomas Fragmentos acéntricos e
populacional dicéntricos anéis

GN2’° 2,78 £1,20 0,29 £0,19 0,96 +0,45

GE'® 3,26 £1,52 0,23+0,16 1,02 £ 0,45

p 0,162° 0,185° 0,578 °

? De acordo com a férmula, FG = Fi/ 2,05 f;(1-f) em que FG = frequéncia gendémica da anomalia,
Fi = frequéncia esperada da anomalia e fi =fracgdo do genoma pintado (22,7%);
® GN2' - subgrupo seleccionado das quatro freguesias do grupo nao exposto, GN2;
GE’ — subgrupo do grupo exposto de Canas de Senhorim, GE;
¢ Calculado pelo teste t de Student.

Para a quantificagdo de aberragbes cromossomicas radioinduzidas (ensaio challenge) foram
analisadas um total de 47 516 células dos individuos dos 2 grupos em estudo. Os resultados

individuais das FG de aberragdes cromossomicas sao apresentados no Anexo.

A proporgéo de células aberrantes bem como as frequéncias genomicas médias do total e de
cada um dos tipos de aberracdes cromossomicas analisadas e a percentagem de jungdes
coradas para cada um dos grupos estudados sao apresentados nos Quadros 3 e 4.

Observa-se que, no seu conjunto, os individuos do grupo GE' apresentam uma frequéncia
significativamente mais baixa do total de aberra¢des cromossémicas, de células aberrantes e de
juncdes coradas em resposta a irradiacdo com raios gama, comparativamente ao observado
para o grupo GN2’' (Quadro 3).
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Quadro 3 — Frequéncia (Média = DP) de células aberrantes e de juncgbes
coradas e frequéncia gendémica® do total de aberragdes
cromossémicas por 100 células apoés irradiagao dos linfocitos
(2 Gy de radiacdo y) nos grupos exposto (GE’) e de controlo

(GN2)

Grupo N Total de Células Juncoes FG Total

populacional células aberrantes coradas aberracoes
i 0,
analisadas (%) (%)

GN2'° 33 23 874 29,04 £ 2,19 46,12 +5,17 186,96 + 21,13
GE'® 32 23 642 25,57 £ 4,38 39,73 +£8,19 161,50 = 32,61
P 0,0001 © 0,0004 ¢ 0,0004 ¢

 De acordo com a férmula , FG = Fi/ 2,05 f(1-f) em que FG = frequéncia genémica da anomalia,
Fi = frequéncia esperada da anomalia e fi = fracgdo do genoma pintado (22,7%);
°® GN2' - subgrupo seleccionado das quatro freguesias do grupo nao exposto, GN2;
GE’ — subgrupo do grupo exposto de Canas de Senhorim, GE;
¢ Calculado pelo teste de Mann-Whitney;
d Calculado pelo teste tde Student.

A estratificacdo dos dados de aberragdes cromossémicas em aberragdes estaveis e instaveis
revelou uma frequéncia significativamente mais baixa, quer de translocagbes, quer de

cromossomas dicéntricos e fragmentos acéntricos conjuntamente com anéis, no grupo GFE’
relativamente a GN2’ (Quadro 4).

Quadro 4 — Frequéncia gendémica® (Média + DP) de translocagoes,
cromossomas dicéntricos e fragmentos acéntricos e anéis por
100 células apds irradiagao dos linfocitos (2 Gy de radiagao v)
nos grupos exposto (GE’) e de controlo (GN2))

Grupo Translocacoes Cromossomas Fragmentos
populacional dicéntricos acéntricos e anéis
GN2'° 73,74 £ 8,78 34,95+5,70 78,26 = 11,50
GE'® 61,57 £ 13,63 31,20+ 7,13 68,73 £ 15,10

p <0,0001 ° 0,020 ° 0,006 °

¥ De acordo com a férmula , FG = Fi / 2,05 f; (1-f) em que FG = frequéncia gendémica da anomalia,
Fi = frequéncia esperada da anomalia e fi = fracgdo do genoma pintado (22,7%);
®GN2' - subgrupo seleccionado das quatro freguesias do grupo nao exposto, GN2;
GE’ — subgrupo do grupo exposto de Canas de Senhorim, GE;
¢ Calculado pelo teste t de Student.
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Na Figura 4 representam-se graficamente a distribuicdo das frequéncias individuais das
aberracdes cromossémicas basais e radioinduzidas nos dois grupos GE' e GN2'. Nela se
representam, a tracejado, os valores dos percentis 10 (linha azul) e 90 (linha preta) calculados
para o grupo GN2', quer para a frequéncia basal de aberragdes cromossomicas (linhas verticais)

quer para a das radioinduzidas (linhas horizontais).

Observa-se que, para as frequéncias das aberragbes cromossOmicas basais, a maioria dos
individuos do grupo GE’ (65,6%) se situa entre os percentis 10 e 90 do grupo GN2' e os
restantes se distribuem equitativamente abaixo e acima daqueles percentis. Contudo, no que diz
respeito a frequéncia das aberracdes cromossémicas radioinduzidas, mais de metade (56,2%)
dos individuos do grupo GE’ situam-se abaixo do percentil 10 das aberragdes radioinduzidas do
grupo GN2’.

Figura 4 — Distribuicdo das frequéncias gendmicas individuais de aberragbes
cromossomicas basais e radioinduzidas obtidas nos grupos GE’ e

GN2’
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Linhas tracejadas verticais — percentis 10 (azul) e 90 (preto) da FG de aberragbes cromossomicas
basais determinados para o grupo GN2’; Linhas tracejadas horizontais — percentis 10 (azul) e 90
(preto) da FG de aberragdes cromossémicas radioinduzidas determinados para o grupo GN2’
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Nas Figuras 5 e 6 apresentam-se graficamente as distribuicbes das frequéncias individuais de
aberracdes cromossomicas basais e radioinduzidas por escaldo etario (45 a 54 anos e 55 a 64
anos) e por grupo de exposi¢do, e no Quadro 5 analisam-se os resultados relativamente aos
mesmos escalfes etarios. A andlise deste permite concluir que, para a frequéncia das
aberracdes cromossdmicas basais ndo existe uma diferenca significativa entre os dois escaldes

etérios dentro de cada grupo.

Figura 5 — Distribuicdo das frequéncias gendmicas individuais de aberragbes
cromossomicas basais e radioinduzidas nos grupos GE' e GN2’' do
escaldo etario entre 45 e 54 anos de idade
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Linhas tracejadas verticais — percentis 10 (azul) e 90 (preto) da FG de aberragdes cromossémicas

basais determinados para o grupo GN2’; Linhas tracejadas horizontais — percentis 10 (azul) e 90

(preto) da FG de aberragdes cromossémicas radioinduzidas determinados para o grupo GN2’
De facto, enquanto que ndo se verificam diferencas significativas na frequéncia basal de
aberracdes cromossdmicas entre GE' e GN2' dentro de cada escaldao etario, existe uma
diferenca significativa na frequéncia de aberra¢cdes cromossémicas radioinduzidas entre GE’ e
GN2’ no escaldo etario mais elevado (p<0,001) (Quadro 5). Contudo, quando avaliado o efeito
de grupo de exposicao (GE’ vs GN2') e escaldo etario em simultaneo, pela aplicacdo de um
teste ANOVA a dois factores, apenas o factor exposigao foi significativo (p <0.0001) e o escalao
etario nao revelou significado estatistico (p =0,135).
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Figura 6 - Distribuicdo das frequéncias gendmicas individuais de aberracdes
cromossomicas basais e radioinduzidas nos grupos GE’ e GN2' do
escaldo etario entre 55 e 64 anos de idade
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Linhas tracejadas verticais — percentis 10 (azul) e 90 (preto) da FG de aberragbes cromossémicas
basais determinados para o grupo GN2’; Linhas tracejadas horizontais — percentis 10 (azul) e 90
(preto) da FG de aberragdes cromossémicas radioinduzidas determinados para o grupo GN2’

Quadro 5 - Frequéncia gendmica® (Média = DP) de aberracbes cromossoémicas basais
e radioinduzidas por escaldo etario nos grupos exposto (GE’) e de
controlo (GN2)

Escalao Grupo N Basais p Radioinduzidas p
etario populacional
(anos)
GN2'® 13 3,89+ 1,17 0,63* 187,80 + 19,08 0,86*
45-54 GE™® 18 459+163 076" 169,93 + 38,29 0,077**
o 0,197 0,099
GN2'P 20 411 +1,29 186,41 + 13,21
55 -64 GE'® 14 4,40+ 0,20 150,65 + 19,65
p*** 0,609 <0,001

% De acordo com a férmula , FG = Fi / 2,05 f; (1-f) em que FG = frequéncia genémica da anomalia,

Fi = frequéncia esperada da anomalia e fi = fracgdo do genoma pintado (22,7%);
®GN2' — subgrupo seleccionado das quatro freguesias do grupo nao exposto, GN2;

GE’ — subgrupo do grupo exposto de Canas de Senhorim, GE;
Comparagao entre 0s dois escalbes etarios do grupo GN2'

** Comparacéao entre os dois escaldes etarios do grupo GE’

*** Comparagao entre os grupos GE’ e GN2' em cada escaldo etario

*
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os estudos ambientais efectuados no ambito do Projecto MINURAR (Marinho Falcdo et al.,

2005) permitiram caracterizar a radioactividade ambiente e a distribuicdo dos metais e outros
contaminantes quimicos nas freguesias seleccionadas para estudo, agrupadas em trés grupos:
a freguesia de Canas de Senhorim (GE), onde se localizam a mina da Urgeirica e escombreiras,
e dois grupos distintos de freguesias dos distritos de Viseu e Guarda (GN1 e GN2). O grupo
GN1 engloba um conjunto de freguesias de exposicao intermédia ao uranio, onde existem
ocorréncias de mineralizagdes de uranio e/ou houve actividade extractiva enquanto o grupo GN2
inclui freguesias onde ndo se conhecem quaisquer minas ou ocorréncias de mineralizagdes de

uranio.

Com base nos dados apresentados no Relatério Cientifico | (Marinho Falcdo et al, 2005)
referentes as componentes “Radioactividade Ambiente” e “Distribuicdo dos metais e de outros
contaminantes quimicos no ambiente”, constata-se que existe o potencial para que a populacao
de Canas de Senhorim possa receber uma dose de radiacao externa mais elevada do que a das
freguesias de comparacgéao, e particularmente do que a de GN2, de onde provém o grupo de
controlo deste estudo (GN2’).

Neste estudo a comparacdo dos grupos GE’ e GN2, no que se refere a frequéncia de
aberracdes cromossémicas basais, revelou, no grupo GE’, uma maior frequéncia de células
aberrantes, juncoes coradas e aberracbes cromossoOmicas totais e, dentro destas, de
translocacoes e de fragmentos acéntricos e anéis. Apenas a frequéncia de cromossomas
dicéntricos no grupo GE’ foi inferior a do grupo GN2’. Contudo, essas diferengas nao revelaram
significAncia estatistica, quer para o total, quer para qualquer dos tipos especificos de
aberracoes analisadas (Quadros 1 e 2).

Estes resultados indicam que a exposicao da populacdo de Canas de Senhorim a radionuclidos
e/ou agentes quimicos derivados da actividade mineira do uranio nao atingiu niveis susceptiveis
de causar um aumento significativo da frequéncia de aberragdes cromossémicas, detectavel nas

condi¢gdes e com os métodos usados.
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Que se saiba, existe apenas um outro estudo semelhante a este, em que se pesquisaram
aberracoes cromossémicas em residentes na periferia de minas de urénio (Au et al, 1995).
Nesse trabalho ndo foi encontrada uma diferencga estatisticamente significativa na frequéncia de
aberracdes cromossémicas basais dos residentes relativamente a populagdo de controlo
embora, tal como no presente, fosse observada uma elevagdao da mesma. Assim, neste aspecto,

os resultados sdo concordantes nos dois estudos.

Para o presente estudo seleccionaram-se apenas individuos do sexo masculino, uma vez que
se sabe que existem diferencas na frequéncia de aberracbes cromossémicas basais entre
ambos os sexos (Bonassi e tal., 1995), e que ha um aumento de aberracdes em idades mais
avancadas (Tawn e Whitehouse, 2001; Ramsey et al., 1995). Por outro lado, sabendo-se que a
maioria dos compostos presentes no fumo do tabaco induz lesdes no DNA e que os fumadores
apresentam em geral uma maior frequéncia de aberragcdes cromossomicas do que 0s nao
fumadores, incluiram-se apenas nao fumadores. Deste modo, evitou-se a introdugcdo de
variaveis de confundimento que poderiam influenciar os resultados e/ou tornar a sua

interpretagdo mais dificil.

No que se refere a frequéncia de translocagdes observada no grupo de controlo GN2’ - 2,78 +
1,20 / 100 células — verifica-se que é mais elevada do que a que tem sido referenciada para
outras populagdes da mesma faixa etaria, analisadas por método idéntico, que se situa entre
0,72 — 2,50 translocagdes/100 células (Ramsey et al., 1995; Sram et al. 2004). Considerando
que a frequéncia de translocagoes reflecte a exposicdo cumulativa a agentes genotdxicos e que,
globalmente, a regido do pais onde estas freguesias se situam possui um fundo radioactivo
natural elevado (Marinho Falcédo et al., 2005), nao sera de excluir a influéncia deste factor no
nivel basal de translocagdes do grupo de controlo.

Aumentos significativos da frequéncia de aberragbes cromossémicas em individuos que vivem
em regides de elevado fundo radioactivo natural tém sido observados em vérias regides do
globo como, por exemplo, no sul da China (Hayata et al, 2004, Chen e Wei, 1991) e em Ramsar,
no Irdo (Ghiassi-Nejad et al, 2004), entre outras, onde os habitantes recebem doses anuais
efectivas de, respectivamente, 3 a 100 vezes mais do que o normal. Contudo, os niveis de
radiacao ambiental devido ao fundo natural encontrado nas freguesias de onde provém o grupo
GN2’ estdo abaixo do das regides onde se efectuaram aqueles estudos (Marinho Falcao et al.,
2005).
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Assim, os resultados obtidos para os niveis basais de transloca¢des no grupo GN2' poderao
traduzir outras diferengas relativamente aos estudos referidos, nomeadamente inerentes a

estrutura genética das populacdes estudadas, a metodologia usada ou a outros factores
ambientais.

No sentido de determinar se a elevada frequéncia basal de aberragbes cromossomicas
encontradas na populagdo se fica a dever ao fundo radioactivo natural da regido, iniciou-se
recentemente um estudo semelhante a este em populagdes dos concelhos de Ourique e Serpa,
regides de baixo fundo radioactivo natural.

Relativamente aos dados do ensaio challenge, observou-se uma diferenga estatisticamente
significativa entre os dois grupos em estudo, ndo sé para o global das aberracdes
cromossdmicas como para todos os tipos de aberragdes especificas, na resposta celular a uma
dose elevada (2Gy, in vitro) de radiacdo gama (Quadros 3 e 4). De facto, as células dos
individuos do grupo GE’ revelaram, apés irradiacdo, uma frequéncia de células aberrantes, de
aberracdes cromossémicas totais, e de jungdes coradas inferior a dos individuos do grupo GN2’,
quando igualmente irradiadas. A diferenca verificada na frequéncia total de aberracdes
cromossomicas traduziu-se por uma reducdo de 14,2 % no grupo GE’ comparativamente a
GN2'. Em particular, observaram-se menos 17,8 % de translocagdes, 10,6 % de dicéntricos e
12,4 % de fragmentos acéntricos e anéis. Estes resultados sido sugestivos de uma resposta
adaptativa induzida pelas condigcbes especificas da exposicdo ambiental em Canas de
Senhorim.

A resposta adaptativa tem sido observada, quer in vitro, em células de procariotas e eucariotas,
quer in vivo, nomeadamente em linfocitos de individuos que estiveram expostos ambiental,
ocupacional ou acidentalmente a baixas doses de radiacdo ou de agentes quimicos, as quais
actuam na célula como doses condicionantes. Estes estudos populacionais tém evidenciado
resultados diferentes, indicando assim que ndo se trata de uma resposta universal. Para além
disso, verifica-se uma ampla variacdo interindividual, quer na manifestagdo da resposta

adaptativa, quer na magnitude dessa resposta (revisto em Preston, 2005).

Num estudo sobre populacées residentes na periferia de minas de uranio (Au et al, 1995), os
resultados do ensaio challenge foram opostos aos aqui obtidos, tendo-se verificado um excesso
de aberragbes cromossémicas comparativamente as da populacdo controlo. As diferencas
podem ter ficado a dever-se as diferentes condicbes experimentais utilizadas, a factores de
exposicao, a outros factores ambientais ou a factores genéticos das populacoes analisadas.
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Contudo, noutros trabalhos em que foi aplicado o ensaio challenge em linfécitos de populacdes
expostas a radiagao tem-se observado a existéncia de resposta adaptativa. Num estudo em
particular, foi demonstrado que linfécitos de técnicos hospitalares de radioterapia e
radiodiagnéstico, ocupacionalmente expostos a radiacdo X e gama apresentavam frequéncias
médias de células com aberracbes cromossémicas 29% mais baixas do que os linfécitos de
individuos nao expostos, irradiados nas mesmas condicbes (Barquinero et al., 1995).
Resultados semelhantes foram obtidos noutros estudos de exposicdo ocupacional,
nomeadamente em trabalhadores de centrais nucleares (Thierens et al., 2002). Também em
estudos em populacdes expostas acidentalmente a elevados niveis de radiacido ambiente, e
nomeadamente, em vitimas do acidente de Chernobyl (Tedeschi et al., 1996), foi observada
uma reducdo de 70% na propor¢gdo de anomalias cromossémicas comparativamente a
populacdo controlo, apds o tratamento challenge. Num estudo em individuos residentes em
areas de fundo radioactivo muito elevado em Ramsar, Irdo, observou-se uma resposta
adaptativa, tendo o decréscimo da frequéncia de aberragcdes cromossémicas atingido os 56%,
(Ghiassi-Nejad et al, 2002).

Assim, verifica-se que, neste estudo, as redugbes das frequéncias de aberracdes
cromossOmicas observadas para o grupo GE’ comparativamente ao GN2' apés a dose
challenge, apesar de estatisticamente significativas, s@o inferiores as descritas em varios

estudos em que se provou a existéncia de resposta adaptativa.

A tratar-se de uma resposta adaptativa, concluir-se-ia que os individuos residentes em Canas de
Senhorim estariam expostos a uma dose de radiagdo condicionante que ultrapassaria o limiar
indispensavel para a inducdo deste tipo de resposta. Sabe-se que a resposta adaptativa sé é
desencadeada acima de um limiar minimo de dose (entre 0,5 mGy e 200 mGy), tdo baixo que
pode nao ser traduzido em incrementos da frequéncia de aberragées cromossémicas basais na
populacao (Wolf, 1998). Também no presente estudo, o aumento observado de aberracoes
cromossomicas basais na populacao de GE’, pela metodologia usada, nao se traduziu numa
diferencga estatisticamente significativa relativamente ao grupo controlo.

Em conclusdo, a hip6tese formulada no inicio deste estudo admitia a existéncia de uma
associacao positiva entre a exposicdo a mina da Urgeirica e sua escombreira e a ocorréncia de
aberracdes cromossémicas em linfocitos de sangue periférico. Igualmente admitia a existéncia
de uma associacdo entre aquela exposicdo e uma alteracdo da competéncia de reparacio de
lesbes do DNA.
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Os estudos efectuados vieram demonstrar o seguinte:

i)

O subgrupo dos individuos que reside em Canas de Senhorim (GE’) apresentou uma
maior frequéncia de aberragdes cromossémicas basais totais e, em particular, de
translocagbes — o indicador mais sensivel de efeitos cumulativos de exposigao -
relativamente a um subgrupo de controlo (GN2’), embora sem significAncia
estatistica;

Apés exposicao experimental dos linfécitos dos mesmos individuos a uma dose de
radiacao elevada (ensaio challenge), o subgrupo da populacido de Canas de
Senhorim apresentou uma frequéncia significativamente mais baixa de aberragdes
cromossomicas, comparativamente a dos individuos das freguesias de controlo. Este
resultado é interpretado como uma provavel resposta adaptativa celular, reflectindo
uma inducédo dos mecanismos de reparacao de lesées do DNA em resposta a uma
exposicao prévia a agentes genotoxicos.

Estes dados, quando conjugados com o que foi observado em varios parametros de

avaliagdo de efeitos na saude descritos no Relatério Cientifico |, vao no mesmo sentido e

sugerem um efeito biolégico na populacao de GE’. Uma vez que nao se consegue identificar

qualquer outro factor explicativo para os resultados, considera-se que as diferencas de

exposicao ambiental em Canas de Senhorim constituem uma explicacao plausivel para as

diferengas encontradas.
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Frequéncia gendmica individual (FG) de aberracoes cromossdémicas basais, totais e
estratificadas em translocac6es, cromossomas dicéntricos e fragmentos acéntricos e anéis
por 100 células, no grupo nao exposto (GN2’)

Individuo Idade Aberracoes Translocacoes Cromossomas Fragmentos
totais dicéntricos acéntricos e

anéis
002 64 4,31 3,20 0,00 1,11
004 55 6,13 5,01 0,14 0,98
005 61 2,55 1,15 0,38 1,02
009 57 1,21 1,21 0,00 0,00
011 47 3,92 2,75 0,26 0,92
019 55 5,21 4,15 0,12 0,95
021 51 3,26 1,76 0,14 1,36
024 60 4,08 2,93 0,25 0,89
025 54 3,76 2,23 0,42 1,11
027 55 5,98 4,65 0,13 1,20
028 53 2,25 1,59 0,13 0,53
029 58 4,54 3,61 0,00 0,93
030 57 4,20 2,10 0,66 1,44
031 53 3,90 3,31 0,12 0,47
032 62 4,01 2,35 0,55 1,11
033 60 5,57 4,18 0,56 0,84
035 50 2,37 1,05 0,53 0,79
036 52 5,60 2,87 0,55 2,19
050 58 3,20 1,87 0,40 0,93
061 52 4,70 3,37 0,36 0,96
069 61 3,21 2,23 0,14 0,84
071 58 4,70 2,74 0,52 1,43
074 53 2,65 1,64 0,13 0,88
075 53 6,22 4,46 0,27 1,49
077 63 7,00 5,78 0,40 0,81
089 56 4,86 2,76 0,53 1,58
090 63 3,31 1,79 0,41 1,10
091 56 4,11 3,44 0,26 0,40
092 57 2,50 1,95 0,14 0,42
093 47 4,16 3,74 0,00 0,42
094 56 1,63 1,09 0,27 0,27
096 52 4,30 2,08 0,55 1,66
099 52 3,46 2,63 0,28 0,55
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Frequéncia genomica individual (FG) de aberracoes cromossomicas basais totais e
estratificadas em translocacoes, cromossomas dicéntricos e fragmentos acéntricos e
anéis por 100 células, no grupo exposto (GE’)

Individuo Idade Aberracoes Translocagcoes Cromossomas Fragmentos
totals dicéntricos acéntr!gos e

anéis
006 61 5,44 4,46 0,28 0,70
007 50 5,03 3,87 0,39 0,77
008 55 512 3,97 0,26 0,90
010 53 3,58 2,30 0,38 0,90
012 54 1,62 0,67 0,00 0,94
016 49 6,14 4,58 0,26 1,31
022 48 0,99 0,74 0,12 0,12
023 50 4,72 3,23 0,27 1,21
026 62 3,01 1,92 0,27 0,82
037 64 5,40 2,96 0,26 2,18
038 50 4,60 3,63 0,14 0,84
040 54 5,16 4,32 0,00 0,84
043 63 7,85 6,44 0,12 1,29
044 49 5,57 4,08 0,68 0,82
045 48 4,73 3,38 0,41 0,95
046 47 4,54 2,14 0,27 2,14
047 53 5,20 3,56 0,41 1,23
048 57 7,69 5,96 0,40 1,33
051 47 1,85 0,86 0,00 0,99
054 55 2,96 1,93 0,26 0,77
067 65 4,84 3,88 0,14 0,83
068 52 6,74 5,68 0,26 0,79
072 64 3,67 1,90 0,41 1,36
073 56 3,90 3,06 0,00 0,84
076 50 6,14 5,19 0,00 0,96
078 46 6,33 4,72 0,37 1,24
082 59 3,57 2,92 0,11 0,54
083 56 2,19 2,06 0,14 0,00
084 57 2,37 0,97 0,00 1,39
085 58 3,64 1,69 0,39 1,56
086 54 5,27 3,61 0,28 1,39
088 52 4,41 3,58 0,14 0,69
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Frequéncia genomica individual (FG) de aberracoes cromossomicas radioinduzidas
(ensaio challenge) totais e estratificadas em translocacoes, cromossomas dicéntricos e
fragmentos acéntricos e anéis por 100 células, no grupo nao exposto (GN2’)

Individuo Idade Aberragoes Cromossomas Fragmentos
totais dicéntricos acéntric_:os e
anéis
002 64 196,59 73,61 34,64 88,34
004 55 177,90 75,07 30,03 72,81
005 61 188,70 80,77 30,29 77,64
009 57 208,35 88,84 37,85 81,67
011 47 192,90 71,29 34,15 87,46
019 55 215,61 86,33 44,56 84,73
021 51 167,09 61,15 37,00 68,94
024 60 177,03 69,33 35,64 72,07
025 54 220,82 88,96 35,33 96,53
027 55 212,82 81,64 39,44 91,73
028 53 205,20 84,47 35,49 85,24
029 58 188,07 76,91 32,31 78,85
030 57 217,19 82,49 43,89 90,81
031 53 211,08 69,72 39,95 101,37
032 62 162,14 72,51 25,10 64,54
033 60 222,25 83,08 50,27 88,90
035 50 178,28 70,56 32,65 75,07
036 52 164,08 80,12 26,19 57,78
050 58 146,41 58,10 27,89 60,42
061 52 164,92 62,00 31,86 71,06
069 61 159,77 66,62 28,30 64,85
071 58 173,85 60,29 34,62 78,95
074 53 183,02 72,18 35,89 74,94
075 53 200,87 73,72 37,93 89,22
077 63 197,93 66,36 41,43 90,14
089 56 185,91 74,44 35,90 75,57
090 63 206,57 86,84 39,02 80,71
091 56 151,35 73,03 25,73 52,59
092 57 170,68 59,55 32,72 78,41
093 47 171,01 76,48 32,55 61,97
094 56 169,02 62,66 29,40 76,97
096 52 178,76 69,46 34,05 75,25
099 52 203,46 75,04 41,44 86,98

58



Frequéncia gendémica individual (FG) de aberracoes cromossomicas radioinduzidas (ensaio
challenge) totais e estratificadas em translocacoes, cromossomas dicéntricos e fragmentos
acéntricos e anéis por 100 células, no grupo exposto (GE’)

Individuo Idade Aberracoes Translocacoes Cromnossomas Fre}gmentos
totals dicéntricos aceg:‘l;;?:s e
006 61 186,04 73,51 31,45 81,08
007 50 159,77 52,77 34,08 72,92
008 55 167,47 61,46 29,96 76,05
010 53 102,82 40,51 20,64 41,67
012 54 122,33 51,83 21,42 49,07
016 49 190,86 70,48 43,81 76,57
022 48 223,97 92,86 39,71 91,40
023 50 149,46 61,97 28,07 59,42
026 62 135,32 62,80 22,06 50,47
037 64 143,34 55,22 29,00 59,12
038 50 147,51 55,27 30,15 62,09
040 54 155,86 53,66 32,85 69,35
043 63 148,37 54,78 27,39 66,20
044 49 239,91 101,18 46,80 91,93
045 48 154,69 53,14 28,41 73,14
046 47 179,79 65,03 36,72 78,04
047 53 196,77 58,64 41,70 96,43
048 57 137,77 53,45 28,88 55,44
051 47 96,61 40,29 14,08 42,24
054 55 146,73 57,34 26,71 62,68
067 65 139,69 48,61 33,77 57,31
068 52 198,63 86,14 31,86 80,63
072 64 135,13 57,18 25,85 52,09
073 56 139,24 52,22 26,87 60,16
076 50 180,63 56,25 40,01 84,37
078 46 173,46 58,21 33,83 81,42
082 59 168,27 69,52 31,99 66,75
083 56 184,30 65,26 35,05 83,99
084 57 159,66 57,18 33,44 69,04
085 58 117,76 52,61 20,92 44 24
086 54 204,06 81,47 36,03 86,56
088 52 181,70 69,52 34,76 77,42

59



60



CONSIDERACOES FINAIS

O presente Relatério Cientifico I descreve os resultados de dois estudos que finalizam o
projecto MINURAR: i) o estudo da contaminagéo interna das populagdes por radionuclidos da

série do uranio, e ii) a avaliagao de efeitos genotdxicos na populagao.
i) Estudo da contaminacgao interna do organismo pelos radionuclidos da série do uranio

O estudo visou, genericamente, comparar a populacdo da freguesia de Canas de Senhorim,
designada por GE (grupo exposto) onde se localiza a mina da Urgeirica e as escombreiras da
mina e a zona do tratamento quimico do minério, com a populacdo de um conjunto de 7 outras
freguesias, dividido em dois subgrupos: GN1 (grupo ndo exposto 1) que inclui as freguesias de
Queira, Rio de Mel e Moreira de Rei onde existiam pequenas explora¢cdes ou ocorréncias de
uranio (mas nao escombreiras do tratamento quimico do minério) e GN2 (grupo néo exposto 2)
que inclui as freguesias de Campo da Madalena, Satéo, S. Pedro e Seia, onde nunca existiu

qualgquer mina ou ocorréncia de uréanio.

A investigacdo sobre a contaminacdo das populagdes, efectuada através da andlise de
elementos radioactivos descendentes do uranio (*°Po e #"°Pb) no cabelo dos habitantes, indica
que ha uma acumulagéo de 2'°Po no organismo humano mais acentuada na populacdo de GE e
também na populagdo de GN1, em comparagdo com o grupo GN2, que representa o fundo
radioactivo natural nao alterado. Relativamente ao ?'°Pb observou-se uma exposicdo mais
elevada na populacido de GN1 em comparacao a de GE e de GN2. Em conclusao, a populac¢ao
da regido de Canas de Senhorim e também a populacao das freguesias de GN1 onde houve
actividade extractiva e onde ha escombros de antigas minas de uranio, apresentam indicios de
maior acumulagdo de radionuclidos que as de outras freguesias da regido onde ndo houve
minas de urénio (GN2). Note-se que este aumento na acumulagdo de radionuclidos no
organismo €, no entanto, ligeiro e apenas detectavel através da analise estatistica de grandes
amostras (grupos) da populagao.

Pode-se assim afirmar, por um lado, que ha uma maior acumulagdo de radionuclidos no
organismo dos habitantes expostos as escombreiras do tratamento quimico do minério e aos
escombros mineiros. Por outro lado, todos os grupos apresentam valores médios de
radioactividade no cabelo mais elevados que as populagcbes de outras regides do Pais, pois a
regido Beira é caracterizada por uma radioactividade natural elevada (Carvalho e Oliveira,
2006a).
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ii) Estudo dos efeitos genotoxicos na populacao

Os estudos sobre os efeitos genotdxicos basearam-se na comparacao entre as frequéncias de
aberragbes cromossomicas basais e radioinduzidas experimentalmente (ensaio challenge) num
subgrupo do Grupo Exposto de Canas de Senhorim (GE’), e noutro subgrupo seleccionado das
quatro freguesias do Grupo GN2 (GNZ2’).

Verificou-se que a frequéncia total de aberragcdes cromossdémicas basais e, em particular, de
translocacdes - o indicador mais sensivel de um efeito cumulativo de exposicao prolongada a
radiacao ionizante — é mais elevada na populagao de GE’ comparativamente a de GN2’, embora
sem significAncia estatistica. No que se refere as aberragcées cromossémicas radioinduzidas
experimentalmente, observou-se uma frequéncia significativamente mais baixa no grupo GE’,
quer de aberragbes totais quer de cada um dos tipos de aberragbes. Este resultado indica a
existéncia de uma provavel resposta adaptativa no grupo GE’, reflectindo, possivelmente, uma
maior capacidade celular de reparacao de lesées do DNA e pressupondo uma exposi¢ao prévia
a agentes genotéxicos.

No seu conjunto, os resultados dos estudos apresentados neste relatério sdo convergentes.
Através das andlises de cabelo verificou-se uma acumulagdo de ?'°Po no organismo
ligeiramente mais acentuada na populacao de Canas de Senhorim (GE) — e também de GN1 -
comparativamente a da populacao de GN2, que indica uma exposigado ambiental mais elevada a
radionuclidos da série de uranio. Esta exposicao ambiental mais elevada da populacdo de
Canas de Senhorim pode ter efeitos genotdxicos, embora as diferengas ndo tenham sido
estatisticamente significativas para um dos paradmetros investigados. Mesmo assim, os dados da
avaliacdo de genotoxicidade, quando conjugados com o que foi observado em varios
parametros de avaliacdo da saude descritos no Relatério Cientifico I, vao no mesmo sentido e
sugerem um efeito bioldgico da exposicdo a radionuclidos da série do uranio e/ou a outros

contaminantes quimicos resultantes da extracgao e tratamento do minério.
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CONCLUSOES FINAIS

Terminados os estudos sobre as concentracdes de 2'°Po e ?'°Pb no cabelo e sobre os efeitos
genotéxicos na populagao, cujos resultados constam da primeira parte do Relatério Cientifico I,

torna-se possivel apresentar as conclusdes finais e completas do projecto MINURAR.

O projecto MINURAR visou, genericamente, comparar a populacdo da freguesia de Canas de

Senhorim, designada por GE (grupo exposto) onde se localiza a mina da Urgeirica € as
escombreiras resultantes da mina e do tratamento quimico do minério, com a de um conjunto de
7 outras freguesias, dividido em dois sub-grupos: GN1 (grupo nédo exposto 1) que inclui as
freguesias de Queira (Vouzela), Rio de Mel e Moreira de Rei (Trancoso) onde existiam
pequenas exploragdes ou ocorréncias de uranio (mas nao escombreiras do tratamento quimico
do minério), e GN2 (grupo ndo exposto 2) que inclui as freguesias de Campo da Madalena
(Viseu), Satao, S. Pedro (Celorico da Beira) e Seia onde nunca existiu qualquer mina ou
ocorréncia de uranio conhecida.

O estudo incluiu trés componentes distintas:

A. Estudo da radioactividade ambiente;

B. Estudo da distribuicdo dos metais e de outros contaminantes quimicos no ambiente;
C. Efeitos na saude da populacao.

Os resultados das duas primeiras componentes e da maior parte da terceira foram apresentados
no Relatério Cientifico | (Marinho Falcao et al., 2005), enquanto que o presente relatério reporta
os estudos da contaminagao interna por radionuclidos e os estudos sobre os efeitos genotdxicos

na populacéo.

Resumem-se em seguida as principais conclusdes das trés componentes do estudo.

A. RADIOACTIVIDADE AMBIENTE

Do conjunto de resultados apresentados no Relatério Cientifico | pode deduzir-se que as areas
ocupadas pelas escombreiras do tratamento quimico do minério e de outras actividades
mineiras na freguesia de Canas de Senhorim, contém materiais francamente radioactivos. Estas
escombreiras constituem uma fonte de radiacdo que pode originar doses de radiagdo externa
significativas para quem frequente os locais, constituindo também uma fonte de radéo e de
poeiras radioactivas que se dispersam na atmosfera. No restante territério da freguesia de
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Canas de Senhorim o risco radiolégico é bem menor e é, em muitos par@metros, comparavel ao

fundo radioactivo natural determinado em GN2.

As freguesias do grupo GN1, sobretudo Moreira de Rei e Rio de Mel, apresentam também
valores mais elevados de alguns parametros quando comparados com GN2, o que decorre da
existéncia de escombros mineiros da extrac¢do de uranio naquelas freguesias.

B.- DISTRIBUICAO DOS METAIS E DE OUTROS CONTAMINANTES QUIMICOS

Como sintese final desta componente do estudo, pode afirmar-se que a auréola de dispersao
dos elementos quimicos a partir da escombreira da Mina da Urgeirica e demais instalagdes
mineiras abandonadas ndo se manifesta para além dos limites da bacia de drenagem que
envolve a linha de agua principal local. Contudo, ha indicadores claros de que a actividade
mineira do uranio na regido influenciou o ambiente a tal ponto que se torna visivel através de um
plano de observacao global do territério que ndo foi especificamente projectado para rastreio
dos indicios dessa actividade mineira.

C. EFEITOS NA SAUDE DA POPULACAO
C.1 Diferengas entre a populacao de Canas de Senhorim e a populagédo de comparagao

Foi avaliado um conjunto de parametros laboratoriais € de indole epidemiolégica referente a
salde da populagdao de GE em comparagao com as de GN1 e GN2, globalmente designadas
por GN (Relatério Cientifico ). No que se refere a avaliacido de efeitos genotéxicos na
populacdo, foram seleccionados para estudo dois subgrupos das populacoes GE e GN2,
designados respectivamente, por GE' e GN2’.

Os resultados revelaram diferengas quer na comparagao da populacdo de Canas de Senhorim
(GE) com a populacao do grupo nao exposto (GN), quer na comparagao de GE com o subgrupo

das freguesias sem minas e escombreiras (GN2), com maior relevancia para:

- diminuicdo das fungbes tiroideia, reprodutiva do homem e das trés séries sanguineas
(eritrocitéria, leucocitéria e plaquetaria) em GE;

- aumento das concentragbes séricas de chumbo, cobre e zinco em GE;

- aumento da concentracéo de ?'°Po no cabelo em GE;
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- menor indugao de aberragcdes cromossdémicas em resposta a irradiagao in vitro dos linfécitos
(ensaio challenge) em GE’.

Embora com evidéncia menos forte, os resultados sugerem também:
- diminuicdo da fungao reprodutiva da mulher e da funcao renal em GE;

- aumento ligeiro da frequéncia de aberracdes cromossémicas basais e, em particular de
translocacoes, em GE’.

As diferencas encontradas entre GE e GN1, relativamente a varios pardmetros (e.g., funcéo
tiroideia, séries sanguineas, metais pesados no sangue e radionuclidos da série do urénio no
cabelo) foram menores do que as diferengas entre GE e GN e entre GE e GN2.

Os resultados descritos nos capitulos 1 € 2 do presente Relatério revelando, na sua maioria,
diferencas entre GE e GN2, vém acentuar as diferencas entre estes grupos e assim reforcar as
conclusdes anteriormente apresentadas no Relatério Cientifico |.

C.2 Causas das diferengas encontradas

No que se refere as causas das diferencas encontradas entre os grupos analisados nos varios
estudos referentes aos efeitos na saude da populagdo, a natureza observacional do estudo
realizado nao permite identificar, de forma definitiva e inequivoca, qual (ou quais) as exposi¢cées
ou causas que explicam as diferengcas encontradas. No entanto, a exposi¢cao prolongada da
populacdo residente na freguesia de Canas de Senhorim a niveis de radiagdo e de metais
pesados, em geral superiores aos das populagdes das restantes freguesias, constitui uma
explicagdo plausivel para essas diferengas. Com efeito, ndo se identificou qualquer outra
exposicao que pudesse ter causado os efeitos observados em fungdes e parametros biolégicos
tao diversos.
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RECOMENDAGOES

Tendo em conta os resultados e as conclusGes anteriormente apresentados, considera-se

adequado emitir as seguintes recomendacdes:

A - NO DOMINIO DA INTERVENGAO AMBIENTAL

1.

Acelerar a concretizagdo da necessaria requalificagdo ambiental das zonas envolventes
da mina de uranio, das instalagdes do tratamento do minério e das escombreiras
radioactivas, na Urgeirica e noutros locais de antigas minas de urénio com caracteristicas

similares.

Garantir, através dos organismos competentes do Estado, que em nenhum desses locais
de antigas minas de urénio subsistam riscos inaceitaveis de exposicao da populacdo as
radiagdes ionizantes, isto €, que os valores de dose de radiacdo estejam em

conformidade com as normas Europeias aplicaveis.

Assegurar que as solugdes de requalificagdo ambiental adoptadas serdo eficazes para
resolver o problema da exposi¢cdo e contaminagcdo da populacdo, ndo sé no presente
mas também por um periodo bastante alargado de tempo futuro. Ou seja, que as
solugdes nao se limitem a adiar por uns anos um potencial problema de salde publica e
de contaminagdo ambiental e tenham na devida conta a longevidade dos residuos
radioactivos existentes nas escombreiras.

Pér em pratica um plano de monitorizagao radiolégica ambiental na zona das antigas
exploracdes de urénio. S6 assim serd possivel acompanhar a exposicao das populagdes
as radiacdes ionizantes e detectar quaisquer alteragcdes que possam vir a ocorrer.

B - NO DOMINIO DOS EFEITOS NA SAUDE DAS POPULACOES EXPOSTAS

1.

Apreciar a viabilidade de realizar um estudo de coortes retrospectivo, comparativo, que
estime os eventuais efeitos na mortalidade e na incidéncia de doengas nos ultimos 30
anos, utilizando coortes de pessoas que residiam nas freguesias seleccionadas cerca do
ano de 1975.

Garantir que a vigilancia epidemiolégica activa das populagdes possa ser accionavel a
todo 0 momento. Embora a sua activagdo ndo se afigure actualmente necessaria, as
Autoridades e Servicos de Salde deverdo estar preparadas para qualquer intervencao

que se venha a revelar necessaria.
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