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RADIOTOXICIDADE E INCORPORACAO DE TIMIDINA-MBTIL-TRITIADA
EM EMBRIOES DE CAMUNDONGO NA FASE DE PRR-IMPLANTACAO.
CULTURA E PERTILIZACRO "IN VITRO"#*

Olivia Kimiko KIKUCHI; Haruai OHYAMA+* & Takeshi YAMADA#»»

COMISSAO NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP
INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGRTICAS E NUCLEBARES
Caixa Postal 11049 - Pinheiros
05422-970 - S&o Paulo,SP - BRASIL

RESUNMO

Timidina-metil-tritiada foi adicionada &s aicrogotas de
meio de cultura contendo o0s zigotos na fase pré-nuclear. Os
embrides foram cultivados "in vitro” a 37°C, ea uma
atmcsfera umida com 5% de CO,, durante 4 dias até o estagio
de blastocisto, que foi usado como parametro tinal para o
calculo da DLa,,. Estabeleceu-se a taxa de foramagho dos
blastocistos, a DL,, de 2,410 Bg/m]l e a curva de
incorporacho de timidina tritiada pelos embrides durante a
pré-implantacgho.

+ Trabalho apresentado no IV Congresso Geral de Energia
Nuclear - Rio de Janeiro, 6 a 9 de julho de 1992.

s+ Kational Institute of Radiological Sciences - NIRS -
Chiba, Japhko.



RADIOTOXICITY AND INCORPORATION OF
METHYL-TRITIATED-THYMIDINE OR PREIMPLANTATION
MOUSE EMBRYO. "IN VITRO"™ PFERTILIZATION AND CULTURE:

Olivia Kimiko KIKUCHI; Harumi OHYAMA*: & Takeshi YAMADA#*»

COMISSAO NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR/SP
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05422-970 - S&o Paulo -~ BRASIL

ABSTRACT

In the present work different concentrations of
methyl-*H-thymidine was added to the culture medium
microdrops containing the mouse zygotes at pronuclear stage
and the embryos were cultured "in vitro” at 37° dn a
hunidified atmosphere with 5% of CO, for four days up to the
expanded blastocyst stage, the @tablished end point to
calculate the LDyo. the 50% lethal dose. The blastocyst
formation rate decreased with increasing concentration of
tritium in the mediun and a value of 2.4x10° Bq/ml for LDso:
was obtained. The ?H-TdR incorporation by the embryo during
the preimplantation period was low at the begining and
increased quickly during the morula and the blastocyst
developaent.

« Paper presented at the IV General Congress of Nuclear
Energy - Rio de Janeiro, July 5-9, 1992,

++ National Institute of Radiological Sciences - NIRS-
Chiba, Japan.



INTRODUGAO

O tritio, um radioisotopo emissor de particula beta ¢
utilizado como marcador de moleculas orgAnicas para o estudo
de nutriciao, metabolismo e fisiologia animal e vegetal,
fundamentalmente nas 4&reas de medicina, agricultura,
biologia celular ou aolecular e bioguimica. Por outro lado,
pode também ser um subproduto liberado a0 meio ambiente por
reatores nucleares.

0 Japdao, por possuir varios reatores nucleares
geradores de energia elétrica e por estar interessado em
continuar a investir nessa area de desenvolvimento, elaborou
um plano de pesquisa em fusao nuclear, com duragéo de dez
anos a partir de 1980, a ser desenvolvido nas universidades
e institutos japoneses compreendendo as areas de materiais,
tritio, controle de plasma, supercondutividade e projeto de
reatores‘*’. Na area de tritio a principal preocupagéo foi
quanto aos efeitos biologicos do tritio visando a seguranga
do ser humano ¢ do meio ambiente'®’. A Alemanha por sua vez
também realizou recentemente um estudo sobre o comportamento
do tritio na cadeia alimentar, no quzl foi considerado a
importancia do tritio organicamente ligado para a estimativa
de dose‘*’,

0 tritio 1liberado pelas centrais nucleares ao meio
ambiente ocorre em maior quantidade na forma de agua
tritiada, que entédo se distribui homogeneamente nas ceélulas
de um organismo biolégico, mas quando ele se encontra
ligado a uma molécula orglnica vai se concentrar onde
estiver localizada essa biomolécula. Além disso, a meia-vida
biolégica do tritio organicamsente ligado geralaente
apresenta valores nmais elevados do que a Agua tritiada‘®’,
variando conforme o© metabolismo da biomolécula tritiada‘”?’.
Por outro lado, se o tritio for incorporado ea usa posicgho

na qual néo ocorre mais troca do hidrogénio, ele persanecera



no organisao até a morte celular, resultando em uma nejia-
vida biologica bastante longat®’,

A timidina-tritiada, por ser um precursor do DMA, ¢
incorporada pelo nmaterial genético da célula e como
consequéncia pode ocorrer danos causados pela radiacéo beta
do tritio na forma de quebras da cadeia do DNAt?-®>,

O sistema embriondrio ¢ constituido por células
proliferativas que apresentaa usa alta taxa de sintese de
DMA, sendo portanto um dos sistemas biologicos mais
radiossensiveis e de grande interesse para o© estudo dos
efeitos biolégicos das radiacles. Segundo Jacquet e
Grinfeld‘*’ nko existe variacéo na sensibilidade de embrides
de camundongo irradiados "in vitro” .ou "in vivo”. Poréam, a
grande vantagem da fertilizacso "in vitro” ¢ a garantia de
que todos os zigotos se encontram na nesaa fase de
desenvolvimento e o cultivo "in vitro" permite o
acompanhasento do desenvolvimento dos embrifes fora do
organismo materno. A técnica de fertilizacho "in vitro” em
camundongos foi aperfeicoada por Yamada e c0©01¢*°’, cuja
oficiencia na obtengéo de blastocistos chega a superar 95%.

O presente trabalho teve como objetivos obter o valor
da DLoo (dose letal 50%) da timidina-metil-tritiada para a
formacho de blastocistos de embribSes de camundongos e a
cinética de incorporagho do tritio durante o periodo de pré-
implantagio do embridio, realizando-se a marcagho com o
radioisétopo durante a fase pro-nuclear do desenvolvimento
do sigoto.

MATERIAIS R METOLOS

Animais: Canmundongos fémeas BC3F, com 3-4 meses @
nachos ICR com 3-6 meses foram mantidos em sala climatizada
cOR um esquema de luminosidade entre 7:00-18:00 horas e
alinentados "ad libitua”.



Cultura dos embrides: A fertilizacéio e cultura "in
vitro® foram realizadas conforme setodologia estabelecida
por Yamada e col‘®’. As fémeas foram super—-ovuladas coa
injecbes intraperitoneal de hormdnios PMS e HCG (Pregnant
Mare Serum e Human Chorionic Gonadotropin, respectivaaente,
da Sankyo Zouki Co.Ltd., Tokyo), 3 dias antes e no dia
anterior a fertilizacfo "in vitro”, respectivamente. Mo dia
da inseminacéo um macho foi sacrificado por deslocamsento
cervical e o0 esperma, obtido do epididimo caudal, foi
mantido durante uma hora em meio de fertilizagho TYH para
capacitacgfo, a 37°C, em atmosafera usida contendo 5% de CO,.
As fémeas super-ovuladas foram sacrificadas ea seguida, os
ovos retirados da ampola do tubo de Faldépio por rompimento e
imediatanente imersos em meio TYH. A iertilizaclo *in vitro”
toi realizada pipetando-se 5-10 microlitros do meio contendo
os especrmatozéides sobre as microgotas contendo ot ovos e
quatro horas ap6és foi feita a selecéio dos ovos fertilizados,
com sequéncias de lavagens no meio de cultura M280, reunibo
dos ovos em um "pool"” e divis&o final com 20 ovos por
microgota do meio de cultura. O desenvolvimento embrionario
foi acompanhado durante quatro dias, a 37°C e em atmosfera
imida contendo 5% de CO,.

Marcaclo com radioisétopo: Timidina-metil-tritiada (74
GBg/mol, 37 MBg/ml) da Du Pont foi adicionada as microgotas
com Os =zigotos na fase proé-nuclear, seis horas apds a
inseminagfio, com concentragdes de 3,7x10" a 3,7x10* Bq/ml

(concentracho final em 100 aicrolitros de meio de cultura).

Medida da incorporacho do tritio: A taxa de
incorporacfo do tritio foi medida colocando-se 20 embriles
sobre papel de filtro, onde foram lavados trés vezes COmR O
mejo de cultura e oxidados em um aparelho apropriado para



entéo ssrem contados ea liquido cintilador nuam contador de
eintilacio Packard.

Cdlculo da Dilae: A formacho de blastocisto expandido
foi estabelecida como par@metro final para o cidlculo da
Dleeo. cujos dados foraam analisados por transformagho probit.

RESULTADOS R D1SCUSSAO

A FPigura 1 representa a curva da taxa de foraaclo de
blastocistos expandidos, que corresponde aoc quarto dia apds
e sarcaclio, em relacho as concentracbdes do tritio no meio de
cultura. A DL,,, oOu seja, a concentracho do radioisdtopo
requerida para inibir a formagho de 50% dos embribes em
blastocisto, foi cbtida dessa curva, cujo valor encontrado
fol de 2,4x10® Bg/ml. Esta concentragho ¢ cerca de 1800
vezes mais baixa que o valor da DLg, de 4,7x10® Bg/ml para a
4gua tritiada encontrado por Yamada ¢ co0l1¢®-?°>, no mesmo
sistema embrionério e em condigdes idénticas quanto a
técnica utilizada ¢ a linhagema dos camundongos. De fato,
esses autores propuseran que o0 dano causado pela radiago
beta da 4gua tritiada ao DNA ¢ principalaente devido a
radiacho emitida pelo tritio localizado fora da
macromolécula‘*®’, uma vez ue a distribuigclio do tritio
neste caso ocorre homogeneamsente dentro da célula. MUller e
¢ol‘®’> observaraa também que ocorre us aumnento de 85% no
aparecimento de micronicleos em consequéncin da incorporagho
de timidina-metil-tritiada ao DNA de embrides de camundongo,
com uma concentracho de tritio igual a 925 Bg/ml. 0 tipo de
aberracso mais frequente causado pelas particulas beta da
é4gua tritiada em embribGes de zamundongo ¢ a do tipo
oromossdmico, com © aparecimento de fragmentos que sko
tambén caracteristicos da radiacho gama de cobalto-60 de
baixo LET e raios-X‘2°>,
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TAXA DE FORMAGAO DE BLASTOCISTOS (% ESCALA PROBIT )

037 074 148 222 3,70

coueeu;nclo OE TRITIO NO MEIO
(X0 Bg/mil)

Pigura 1 - Determinacdo da dose letal 508, DLsg, da
timidina-metil-tritiada para a formacdo
de blastocistos de embriOes de camundongo.
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A Pigura 2 representa a curva de incorporacho da
timidins-metil-tritiada durante os quatro dias referentes ao
periocdo de pré—implantagso do embri&o. A concentracgéo do
radioisotopo adicionado a0 meio de cultura foi igual a
2,4x10® Bg/ml, equivalente ao valor da Dleo. Verifica-se que
a incorporagho da timidina-metil-tritiads ~elo embrido ¢
relativanente baixa nos dois primeiros dias correspondentes
a priseira e segunda divisbes celulares (2 e 4
células/enbrifio) e que na fase de mérula (72 horas) e
blastocisto (96 horas) ocorre um aumento substancial na

incorporacho.
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rigura 2 ~ Incorporacéo de timidina-metil-tritiada pelos
embrides durante o periodo de pré-implantaclo.
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As cobservacbes mortolégicas a nivel de microscopia
optica efetuadas durante toda a fase de preée-implantacdo do
embrido indicaram que ndo ¢ possivel avaliar os danos da
radjacéo beta do tritio ate a formagido da mérula. Os efeitos
se tornam visiveis s0 durante a formacdo do blastocisto,
como pode ser cbservado na Figura 3-B, evidenciando-se na
forma de fragmentacdo do embrifo, aparecimento de bolhas e
halos e bloqueio do desenvolvimento na fase de morula. Bstes
dados vdo a0 encontro das observacgbes realiiadas por Yamada
e col‘® que obtiveram resultados semelhantes mediante
irradiacdo crénica com Agua tritiada e radiacdo gama de
cobalto-60.

Figura 3-A - Desenvolvimento normal dos blastocistos.
Figura 3-B - Blastocistus anormais de embrides cultivados eam

meio contendo timidina tritiada.
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