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R E S U M O

Tialdina-aetil-tritiada foi adicionada a-s aicrogotas de

aeio de cultura contendo os zigotos na fase pró-nuclear. Os

••briões foras cultivados "in vitro" a 37°C, ea U M

atsosfera uaida coi 5% de C0a, durante 4 dias at* o estágio

de blastocisto, que foi usado coso paraaetro final para o

cálculo da DLBO- Estabeleceu-se a taxa de forsacio dos

blastocistos, a DLBr> de 2,4x10* Bq/al e a curva de

incorporação de tisidina tritiada pelos eabriões durante •

pre-iaplantaçâo.

* Trabalho apresentado no IV Congresso Geral de Energia
Nuclear - Rio de Janeiro, 5 a 9 de Julho de 1992.

** National Institute of Radiological Sciences - NIRS -
Chlba, Japão.
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A B S T R A C T

In the present work different concentrations of

methyl-*H-thyaidine was added to the culture aediua

aicrodrops containing the souse zygotes at pronuclear stage

and the embryos were cultured "in vitro" at 37°C in a

humidified atmosphere with 5% ot CO» for four days up to the

expanded blastocyst stage, the -established end point to

calculate the LDBO, the 50% lethal dose. The blastocyst

formation rate decreased with increasing concentration of

tritium in the medium and a value of 2.4x10* Bq/ml for lX>mo\

was obtained. The *H-TdR Incorporation by the embryo during

the pre impl ant at ion period was low at the begining and

increased quickly during the morula and the blastocyst

development.

* Paper presented at the IV General Congress of Nuclear
Energy - Rio de Janeiro, July 6-9, 1992.

** National Institute of Radiological Sciences - NIR8-
Chlba, Japan,



INTRODUÇÃO

O trltio, um radioisotopo emissor de partícula b«ta é

utilizado coao marcador de moléculas orgânicas para o estudo

de nutrição, metabolismo e fisiologia animal e vegetal,

fundamentalmente nas áreas de aedicina, agricultura,

biologia celular ou ao1ecular e bioquímica. Por outro lado,

pode também ser um subproduto liberado ao meio ambiente por

reat ores nucleares.

O Japão, por possuir vários reatores nucleares

geradores de energia elétrica e por «star interessado em

continuar a investir nessa area de desenvolvimento, elaborou

ua plano de pesquisa em fusão nuclear, com duração de dez

anos a partir de 1980, a ser desenvolvido nas universidades

e institutos japoneses compreendendo as areas de materiais,

trltio, controle de plasma, supercondutividade e projeto de

reatores1*'. Na area de tritio a principal preocupação foi

quanto aos efeitos biológicos do trltio visando a segurança

do ser huaano e do meio ambiente**'. A Alemanha por sua vez

também realizou recentemente um estudo sobre o comportamento

do tritio na cadeia alimentar, no qual foi considerado a

iaportància do trltio organicamente ligado para a estimativa

de dose <•».

0 trltio liberado pelas centrais nucleares mo melo

ambiente ocorre em maior quantidade na forma de água

tritiada, que então se distribui bomogeneamente nas células

de um organismo biológico, mas quando ele se encontra

ligado a uma molécula orgânica vai se concentrar onde

estiver localizada essa biomolécula. Além disso, a aeia-vlda

biológica do trltio organicamente ligado geralmente

apresenta valores mais elevados do que a água tritiada'*',

variando conforme o metabolismo da biomolécula tritiada'T'.

Por outro lado, se o tritio for incorporado es uma posição

na qual nto ocorre mais troca do hidrogênio, ele permanecera



ao organismo at* a aorta celular, rasultando as uma meia-

vlda biológica bastante longa*•>.

A timidina-tritiada. por ser ua precursor do DMA. *

incorporada paio material genético da célula a coao

conaequéncia pode ocorrer danos causados pela radiação beta

do tritio na forma de quebras da cadeia do DmA*"»».

0 sisteaa embrionário é constituído por células

prol 1 far ativas que apresentas uaa alta taxa de alntese de

DMA, sendo portanto ua doa sistemas biológicos aais

radiossenslveis e de grande interesse para o estudo dos

efeitos biológicos das radiações. Segundo Jacquet e

6rinfeld"*> nao existe variação na sensibilidade de eabriões

de cajsundongo irradiados "in vitro" .ou "in vivo". Porta, a

grande vantagea da fertilização "in vitro" é a garantia de

que todos os xlgotos se encontras na aesaa fase de

desenvolvimento e o cultivo "in vitro" permite o

acompanhamento do desenvolvimento dos embriões fora do

organismo materno. A técnica de fertilização "in vitro" em

camundongos foi aperfeiçoada por Yamada e col'*°>, cuja

eficiência na obtenção de blastoc1stos cbega a superar 95*.

O presente trabalho teve como objetivos obter o valor

da DL.» (dose letal 60%) da tiaidina-metll-trltiada para a

formação de blastoclstos de embriões de camundongos e a

cinétlca de incorporação do trltio durante o período de pré-

implantação do embrião, realizando-se a marcação com o

radlolsótopo durante a fase pró-nuclear do desenvolvimento

do sigoto.

MATIRIAIS I MÉTODOS

Animais: Caaundongos fêmeas BC37* com 9*4 meses e

machos ICR com í-6 aeses foram mantidos em sala cllmatlzada

com ua esquema de luminosidade entre 7:00-10:00 hora» •

alimentado* "ad llbltua".



Cultura dos «brides: A fertilização e cultura. "In

vitro" foraa realizadas conforme aetodologia estabelecida

por Yaaada e col'•*. As fêaeas foraa super-ovuladas com

injeções intraperitoneal de horaônios PMS e HC6 (Pregnant

Mare Serun e Huaan Chorionic Gonadotropin. respectivaaente,

da Sankyo Zouki Co.Ltd., Tokyo). 3 dias antes e no dia

anterior a fertilização "in vitro", respectivaaente. Ho dla

da ínseainação ua aacho foi sacrificado por deslocamento

cervical e o esperaa, obtido do epididiao caudal, foi

aantldo durante una hora ea aeio de fertilização TYH para

capacitação, a 37°C, ea ataosfera úaida contendo 9% de CO*.

As fêmeas super-ovuladas foraa sacrificadas es seguida, o»

ovos retirados da «apoia do tubo de Falópio por roapiaento e

iaediataaente iaersos ea aeio TYH. A fertilização "in vitro"

foi realizada pipetando-se 5-10 aicrolitros do aeio contendo

os esperaatozóides sobre as aicrogotas contendo oc ovos e

quatro horas após foi feita a seleção dos ovos fertilizados,

con seqüências de lavagens no neio de cultura M20O, reunião

dos ovos ea us "pool" e divisão final coa 20 ovos por

nicrogota do neio de cultura. O desenvolvimento embrionário

foi acoapanhado durante quatro dias, a 37°C e ea atmosfera

unida contendo 5* de CO,.

Marcação com radioisótopo: Tiaídina-metll-trltJada (74

OBq/aol, 37 MBq/al) da Du Pont foi adicionada ás aicrogotas

com os zlgotos na fase pró-nuclear, seis horas após a

insealnação, con concentrações de 3,7x10* a 3,7x10* Bq/nl

(concentração final en 100 nlcrolltros de neio de cultura).

Medida da incorporação do tritio: A taxa de

incorporação do tritio foi aedlda colocando-se 20 embriões

sobre papel de filtro, onde foraa lavados três vezes C O B O

melo de cultura e oxidados ea ua aparelho apropriado para



•atao u m contado* «a liquido clntilador nua contador da

cintilação Packard.

Cálculo da PL»»: A foraação de blastocisto expandido

foi estabelecida coao paràaetro final para o calculo da

DL»», cujos dados foraa analisados por transforaação probit.

[.TADOS • DISCUSSÃO

A Figura l representa a curva da taxa de foraaçao de

blastocistos expandidos, que corresponde ao quarto dia após

a aarcação. ea relação às concentrações do trltio no aeio de

cultura. A DLao. ou seja, a concentração do radioisótopo

requerida para inibir a foraaçao de 60% dos eabrioes ea

blastoc1sto, foi obtida dessa curva, cujo valor encontrado

foi de 2,4x10* Bq/al. Esta concentração é cerca de 1600

vezes aais baixa que o valor da DLSO de 4,7x10" Bq/al para a

égua tritiada encontrado por Yaaada e col**'10>, no aesao

slsteaa eabrionarlo e ea condições idênticas quanto a

técnica utilizada e a llnbagea dos caaundongos. De fato,

esses autores propuseram que o dano causado pela radiação

beta da Água tritiada ao DMA é principalaente devido a

radiação eaitida pelo trltio localizado fora da

ascroaolécula*1O>, uaa vez que a distribuição do trltio

neste caso ocorre hoaogeneaaente dentro da célula. Müller e

col<"> observaraa taabéa que ocorre ua auaento de 66* no

apareciaento de aicronúcleos ea conseqüência da incorporação

de tlaidlna-aetll-trltlada ao DMA de eabrloes de caaundongo,

coa uaa concentração de trltio Igual a 926 Bq/al. 0 tipo de

aberração aals freqüente causado pelas partículas beta da

égua tritiada ea eabrioes de caaundongo é a do tipo

eroaossoalco, con o apareciaento de fragmentos que são

taabéa característicos da radiação gaaa de cobalto-60 de

baixo LIT e ralo»-X<ie>.
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CONCENTRAÇÃO OE TWTIO NO MEIO
(XIO3

Figura 1 - Determinação da dose letal 50%, DL50' d a

timidina-metil-tritiada para a formação

de blastocistos de embriões de camundongo.
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A Figura 2 represent* • curva de incorporação da

timidina-metil-tritiad* durante os quatro dias referentes ao

periodo de pre-implantaçao do embrião, a concentração do

radioisótopo adicionado ao meio de cultura foi igual a

1.4*10» Bq/al, equivalente ao valor da DL.O. Verifica-se que

a incorporação da timidina-metil-tritiad» -elo embrião *

relativamente baixa nos dois primeiros dias correspondentes

a primeira e segunda divisões celulares (2 e 4

eelulas/embriio) e que na fase de môrula (72 horas) •

blastocisto (96 hora») ocorre um aumento substancial ma

incorporação.
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Incorporação ám tiwidina-wstil-tritiada pslo»

•mbriôc» durante o período de pr6-i*j>l«nt«çao.
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As observações morfológicas a nivel de microscopia

óptica efetuadas durante toda a fase de pré-implantação do

embrião indicaram que não é possível avaliar os danos da

radiação beta do trltio até a formação da mórula. Os efeitos

•e tornam visíveis só durante a formação do blastocisto,

como pode ser observado na Figura 3-B, evidenciando-se na

forma de fragmentação do embrião, aparecimento de bolhas e

halos e bloqueio do desenvolvimento na fase de mórula. Bstes

dados vão ao encontro das observações realizadas por Yamada

e col'*» que obtiveram resultados semelhantes mediante

Irradiação crônica com água tritiada e radiação gama de

cobalto-60.

Figura 3-A - Desenvolvi/tento normal dos blastocistos.

Figura 3-B - Blastocistus anormais de embriões cultivados em

melo contendo timidina tritiada.
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