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ABSTRACT

Thorium has gained notoriety in recent years, as a potential source of nuclear energy, substituting uranium in power
plants. Monazite is an important font of thorium, as well of uranium and rare earths elements. Professionals involved in
the extraction and manipulation of this mineral are occupationally exposed to aerosols containing metals and to ionizing
radiation. This paper analyzed the effects of thorium, cerium and lanthanum on cell radiosensivity. As an osteotropic
substance, thorium is mostly deposited in bone tissue and may interfere in cellular radiosensitivity. A human osteoblast
cell line was used to evaluate the effects of thorium, cerium and lanthanum on cell radiosensivity, using proliferation as
indicator. Assays were performed using cell cultures exposed to metals and to ionizing radiation. As a result, metals in
combination with ionizing radiation induced changes on cell proliferation, in a concentration-dependent manner, in
comparison with the exposure to metals alone. That suggests the possibility of combination interfering with
radiosensivity of osteoblasts, indicating an enhancement in occupational risk for workers that manipulate monazite
byproducts and are subject to radiation in the environment. Thus, the development of risk assessment models that
include the evaluation of metal-radiation mixtures and their cytotoxic and radiotoxic effects on tissues and organs must
be highlighted.
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RESUMO

O tério vem ganhando notoriedade como fonte potencial de energia nuclear, em substituicdo ao uranio em usinas.
Monazita é uma fonte importante de tdrio, assim como de uranio e elementos de terras raras, como o cério e o lantanio.
Profissionais envolvidos na extracdo e manipulacdo desse mineral estdo ocupacionalmente expostos a aerossois
contendo metais e a outros agentes, como a radiacao ionizante. Sendo elementos osteotropicos, actinideos e lantanideos
sdo depositados principalmente no tecido 6sseo e podem interferir na radiossensibilidade celular. Uma linhagem de
osteoblastos humanos foi usada para a avaliacdo de efeitos do tdrio, cério e lantanio sobre a radiossensibilidade
utilizando-se como indicador a proliferacdo celular. Ensaios foram realizados utilizando-se culturas celulares expostas

aos metais e a radiacdo ionizante. Os resultados mostram que os metais, em associacdo com radiacdo ionizante,
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causaram efeitos distintos sobre a proliferacdo celular, dependendo da concentracdo, em compara¢do com a exposi¢do
aos metais de forma isolada. Tal observagdo sugere a possibilidade de combinacdes interferirem na radiossensibilidade
dos osteoblastos, manifestando o aumento do risco ocupacional para os trabalhadores envolvidos com areias
monaziticas e que estdo sujeitos a radiacdo no ambiente. Portanto, o desenvolvimento de modelos de avaliagéo de riscos
que incluam o estudo das associacfes metal-radiacdo e seus efeitos citotoxicos e radiotoxicos sobre tecidos e érgaos
relevantes devem ser enfatizados.

Palavras-chaves: efeitos radioinduzidos, proliferacéo celular, risco ocupacional
1. INTRODUCAO

Radiossensibilidade pode ser definida como a susceptibilidade relativa de células, tecidos ou 6rgédos
a acdo lesiva da radiacao ionizante. A radiossensibilidade celular é diretamente proporcional a taxa
de divisdo celular e inversamente proporcional ao grau de diferenciacdo celular (Rubin e Casarett,
1968). A exposicgao das células humanas a radiacdo ionizante leva a respostas celulares complexas,
que podem resultar em alteracGes e seu ciclo celular e dos estagios de proliferacdo, e em casos mais
graves, na mutagénese e morte celular (UNSCEAR, 2000). Na analise da radiossensibilidade, uma
das principais metodologias é a medicdo dos graus de resposta de uma célula a radiacdo, permitindo
a avaliagdo de um grande nimero de fendmenos em nivel celular (HPA, 2013).

A exposicdo humana ocupacional ou ambiental a agentes quimicos raramente € limitada a uma
Unica substancia (Yang e Rauckman, 1987). Uma mistura pode produzir efeitos distintos aos
esperados em casos de exposicdo a um unico fator. Dentre essas combinacgdes, existem as
associacOes metal-radiacdo. Em nivel celular, os principais efeitos da combinacdo de radiacdo
ionizante e outros agentes sdo mutagoes, inativacao celular ou apoptose (UNSCEAR, 2000).

O torio € um elemento radioativo natural do grupo dos actinideos, emissor alfa e meia-vida de
aproximadamente 14x10° anos. E encontrado em vérios minerais, associado com outros actinideos e
elementos do grupo terras raras, como cério e lantanio, dentre os quais a monazita, com
concentracgdo relativa de 18% de Oxido de torio (USPHS, 1990). O cério e o lantanio séo elementos
do grupo dos lantanideos e, ao contrario do torio, sdo metais estaveis. O cério ocorre naturalmente
no meio ambiente sob a forma de diversos minerais (Dahle e Arai, 2015) e o lantanio associado com
0 cério (Paiva et al., 2009). Ambos possuem aplicacfes similares, como catalise, luminescéncia,
combustivel, cosméticos e utensilios médicos (Zhou et al., 2013). Em depdsitos de monazita, 0s
trabalhadores podem estar expostos a combinacfes de aerossois contendo torio, cerio e lantanio e
radiacdo ionizante. Essas misturas podem afetar a radiossensibilidade de células e intensificar os
efeitos radio-induzidos, aumentando o risco ocupacional.

O tecido 6sseo é um dos maiores alvos de deposicdo de actinideos e lantanideos, que sdo

substancias osteotropicas (Ansoborlo et al., 2006; Taylor e Leggett, 2003) e apresentam uma
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retencdo prolongada no esqueleto (Vidaud, Bourgeois e Meyer, 2012). O principal objetivo desse
trabalho foi examinar a possibilidade de torio, cério e lantanio interferirem na radiossensibilidade
celular, através de analises da proliferacdo celular em osteoblastos humanos submetidos a

exposicoes de 1 Gy.
2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cultura celular

A linhagem celular usada foi a MG63 (BCRJ, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), modelo de osteoblastos
humanos, derivado de osteosarcoma. Culturas de osteoblastos foram mantidas em garrafas de 25 e
75 cm2 e as células foram cultivadas em meio DMEM (Cultilab, Campinas, SP, Brasil),
suplementado com 5% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil). As células foram mantidas
em estufa a temperatura de 37°C, e atmosfera de 5% de gas carbénico.

2.2 Materiais

Foram utilizados metais na forma de nitrato: nitrato de torio (Merck, Darmstadt, Alemanha), nitrato
de cério (Vetec quimica Fina, Rio de Janeiro, Brasil) e nitrato de lantanio (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) com concentracdes 0, 0,25 mM, 0,50 mM, 0,75 mM e 1 mM. Foi usado
irradiador usado Picker X-ray Corporation (EUA) e fonte radioativa de cobalto-60.

2.3 Proliferagéo celular

Os osteoblastos foram distribuidos em duas placas de 96 pocos (40000 células por pogo). Na placa
1, as células foram expostas aos metais de forma isolada e a placa 2 aos metais em combinacdo com
radiacdo. Apo6s a adesdo, o meio de cultura foi descartado cuidadosamente e os osteoblastos foram
irradiados. Apos a irradiagdo, foi adicionado 200ul de solugdo DMEM com as concentracGes
metélicas pré-definidas. Controles foram preparados com a adigdo de 200 uL. de meio DMEM puro.
As placas foram, entdo, mantidas em estufa (37°C, 5% COz2) por 48 horas. Para a estimativa da
proliferacdo celular, foi utilizado o método colorimétrico de reducgéo do sal de tetrazolium MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) (Sigma Aldrich). Foi adicionado 5% do
volume inicial de cultura de solugdo MTT em cada pogo. As placas foram mantidas por quatro
horas em estufa e protegidas da luz. Em seguida, retirou-se o0 meio de cada poco e para dissolucéo
do formazan foi adicionado 100 pl DMSO por cada pogo. Passado 24 horas, as placas foram lidas
no espectrofotémetro (TP Reader NM, versdo nimero 1.4) no comprimento de onda de 570 nm.

2.4 Andlise estatistica

Os dados experimentais foram apresentados sob a forma médiatdesvio padrdo. Foram usadas
quatro réplicas para cada grupo. Avaliacdo da dose-resposta de metais foi feita por meio da analise
de variancia (ANOVA), testes de Tukey, Games-Howell, Kruskal-Wallis e teste de Mann-Whitney.
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A comparacéo da radiossensibilidade entre grupos irradiados e néo irradiados foi feita pelo teste de
t-Student e pelo teste de Mann-Whitney. Foi usado o programa IBM SPSS Statistics versao 21.

3. RESULTADOS

3.1 Efeitos da radiacdo ionizante nos osteoblastos

Resultados preliminares indicaram que doses de 1 Gy ndo foram capazes de alterar
significantemente a proliferacdo celular, indicando que a irradiacdo isolada n&o interferiu na
proliferacdo de osteoblastos.

3.2 Metais

Os indices de proliferacdo de osteoblastos expostos ao tdrio, cério e lantanio sdo mostrados na
Figura 1. Para o grupo néo irradiado (Figura 1A), observou-se que: (i) todas as concentracdes de
torio aumentaram a proliferacdo; (ii) todas as concentracbes exceto a de 0,50 mM de cério
aumentaram a proliferacdo; (iii) somente a concentracdo de 0,75 mM de lantanio foi capaz de
estimular a proliferacdo. Para as amostras irradiadas (Figura 1B): (i) a combinacdo tdrio e radiagdo
estimulou a proliferacdo em todas as concentracOes; (ii) apenas a concentragcdo de 0,50 mM de
lantanio causou alteracdo significativa na proliferacdo, diminuindo-a.

3.3 Andlises da radiossensibilidade

Usando os dados apresentados na Figura 1, foi possivel analisar se 0s metais foram ou ndo capazes
de afetar a radiossensibilidade, comparando os indices de proliferacdo entre os grupos irradiados e
ndo irradiados. Em amostras expostas ao torio, observou-se que a proliferacdo de osteoblastos
irradiados foi menor, para todas as concentracdes exceto 0,25 mM, em relacdo as células nédo
irradiadas e expostas as mesmas respectivas concentragdes de metal (Figura 2A). Em amostras
irradiadas e expostas ao cério, em todas as concentracdes exceto a de 0,50 mM de cério, a
proliferacdo de celulas irradiadas diminuiu, incluindo observacdes de morte celular em 0,25 e 1 mM
de cério (Figura 2B). Similarmente, em células expostas ao lantanio, foi visto morte celular em

osteoblastos irradiados e tratados com todas as concentragdes de lantanio (Figura 2C).
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FIGURA 1. Proliferagdo de oesteoblastos, em resposta a exposicdo a Th, Ce e La:
amostras ndo irradiadas (A) e amostras irradiadas (B) (* = P <0.05)
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FIGURA 2. Andlises da radiossensibilidade de osteoblastos expostos a dose absorvida de
1 Gy e ao Torio (A), Cério (B) e Lantanio (C) em concentragdes (* = P <0.05, comparativo

entre grupos irradiados e ndo irradiados)
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4. DISCUSSAO

Elementos metalicos podem influenciar a proliferacdo de células osteoblasticas, bem como de
outros tipos celulares. As respostas podem ser instigadas por diferentes pardmetros tais como
concentracgdo, tempo de exposicado e especificidade de cada agente (Hallab et al., 2002).
Observou-se que todas as concentragdes de torio foram capazes de estimular a proliferacdo dos
osteoblastos. Da mesma forma, ja foi descrito esse efeito em células hepéaticas e hemolise em
eritrocitos humanos (Kumar, Ali e Pandey, 2014) e nenhum efeito em macrofagos humanos (Lizon
e Fritsch, 1999), quando expostos ao tdrio. Essas observacdes sugerem a influéncia do tipo celular e
do tempo de exposicdo ao torio sobre a proliferacdo celular. Em amostras expostas aos lantanideos,
todas as concentracdes, exceto a de 0,50 mM de cério, estimularam a proliferacdo, enquanto a
concentracdo de 0,50 mM de lantanio incentivou o mesmo efeito. Foi registrado que ocorre
estimulo da proliferacdo em culturas de osteoblastos primarios (Zhang et al., 2010) e pré-
osteoblastos de rato (Liu et al., 2012a) quando expostos ao cério. Da mesma forma, o lantanio pode
estimular a proliferacdo a baixas doses, mas também como um agente citotéxico em doses elevadas,
conforme observacGes em osteoblastos de ratos expostos ao lantanio (Wang et al., 2008; Liu et al.,
2012b), sugerindo que concentracdo do cério ou do lantanio, o tempo de exposi¢do da cultura e o
tipo de linhagem celular sdo determinantes na proliferagéo celular (Feyerabend et al., 2010).

Por outro lado, a irradiacdo de osteoblastos, na auséncia de metais, ndo provocou alteraces na
proliferacdo celular. Contudo, outros efeitos sobre a proliferacdo de osteoblastos irradiados foram
vistos, sugerindo que uma variedade de fatores pode influencia-la, tais como dose, taxa de dose,
tipo celular e tempo de exposi¢cdo (Dudziak et al., 2000; Dare et al., 1997).

Os resultados sugerem que tério, cério e lantanio podem influenciar a radiossensibilidade de
osteoblastos humanos, de forma concentragdo-dependente. Foi observado que todas as
concentragdes de torio, exceto a de 0,25 mM quando irradiadas, produziram um efeito combinatério
na proliferacdo celular, diminuindo-a e sugerindo a interacdo quimica entre metal e radiac&o.
Efeitos combinados j& foram notados em rato (Ballou, George e Thompson, 1962) e planta
(Vanhoudt et al., 2010), quando houve exposicdo simultanea a actinideos e radiacdo. De forma
similar, os resultados revelaram interacdo entre radiagdo e metal nas concentragdes de 0,25; 0,75 e 1
mM de ceério e todas as concentragcfes de lanténio. A existéncia de associagdo entre radiacdo e 0s
metais cério e lantanio foi reportada em grupos de ratos (Floersheim, 1995) e em células cancerosas

do pancreas (Wason et al., 2013).
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Todas as interagdes metal-radiacdo observadas indicam uma resposta negativa sobre a proliferagéo,
com a reducdo dos indices. Foi visto sinais de morte celular em amostras irradiadas expostas aos
lantanideos, mas n&o ao tdrio. A maior similaridade entre o cério e o lantanio na influéncia da
radiossensibilidade deve-se, provavelmente, as suas semelhancas quimicas por pertencerem ao
mesmo grupo. Elementos metélicos podem aumentar ou inibir os efeitos radioinduzidos em
sistemas bioldgicos, através de modificacbes na radiossensibilidade de células alvos. Essa
interferéncia na fisiologia celular pode ser explicada pelos metais agirem como um catalisador de
processos que produzem radicais livres, diminuindo a energia de ativacdo ou aumentando a
reatividade de radicais radioinduzidos (Floersheim, 1995).

No caso de incorporacdo interna de tério no tecido dsseo, a principal preocupac¢do reside na sua
radioatividade (emissor alfa) e longa meia-vida fisica. Contudo, a natureza quimica do torio
também pode ser relevante em curto prazo (Ali, Kumar e Pandey, 2014). O uso do tério tem
crescido, aumentando o risco ocupacional em minas e empresas de beneficiamento (Kumar, Ali e
Pandey, 2010). Esses profissionais podem estar expostos a torio, em combinacdo com a radiacao
externa de elementos instaveis do ambiente e com a radiacdo interna da incorporacéo de torio (Hu et
al., 1984; Hewson e Hartley, 1990). Essas combinag6es podem produzir diferentes efeitos, através
da atuacdo dos metais sobre a radiossensibilidade celular e representar um risco potencial. A
reducdo dos indices de proliferacdo observada nesse trabalho corrobora a possibilidade do aumento
do risco para profissionais, indicando a necessidade do desenvolvimento de modelos de avaliacdo

de risco que incluam o estudo das misturas metal-radiacéo.
5. CONCLUSOES

Metais podem afetar a radiossensibilidade de osteoblastos humanos, considerando as condigdes
desse estudo (linhagem celular, dose da radia¢do, tempo de exposicdo e concentracdo usada). Um
aumento da radiossensibilidade de células dsseas de profissionais que manipulam areias
monaziticas ou que trabalnham em seu processamento é esperado, indicando maior risco
ocupacional. Futuros trabalhos serdo realizados com misturas de torio, cério e lantanio, ja que em
ambientes monaziticos, a exposi¢cdo a multiplos fatores pode ocorrer de forma mais realista.
AssociagOes entre combinagdes de metais e radiagdo ionizante serdo analisadas para avaliar os

possiveis impactos sobre a radiossensibilidade de células dsseas.
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