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Titai.ìina-metal-tritiada foi ad.. ., ns = t ix .z.: o roac :as de meio 	de  cultura c ^;:t e,zd,N os  sot  na fate -::u: lear. :s ema r  ilies foram cu'  tivad.•s 1°'.̂ .• ,_ tmt a 311.*C. OR use  atmossrra "aide com S t de C::. duxanti  4 disks ate :estàgio de blastocisto, our foi usado ;`ariãetro final 
 para Q cél:ul., da DI. 	 oc Estabeleceu-se s taxa de ioraa;ïo dos blastis tos. e 01.50 de :. ix. ̂ ^844•tal a a curva do 	 3a tiaida.aa trìtia  de pelos sAti`ri.NAit durante a pr+!-implantaci..`. 	 -  

tritio. us radioisdtoç: scissor de 
 

psrbouke ;ata t utilicado ccao marcador dr  
ao:s ._la: organics:  par  s *stud: de   

sets lies,o e fisiologia animal e  
rege :sr , f,asanentalaente :ta:  area: de  
ar:...na, agrirulturs, celular ou  
..:a___a: a ti::¡:.iz :a. Por :litro lady. pode  
;astiz ser ua su_prcout, li.eraiz so agi c  
asaiente por restores nucleares.  

C Japào. por possuir vérias reatores  
nucleares geradores de *nergis elétrica  e 
pos estar interessado ea continuar e  
investir nessa tires  de desenvolvìaento.  
elaborou um plano de pesquisa ea fusáo  
nuclear, coa durado de des anos a partir de  
1980. a ser desenvolvido nas universidades e  
institutos japoneses compreendendo as aìreas  
de materiais. tritìo, controla de plasma.  
supercondutividade • projeto de reatores  

	

Na érea de 	tritio a principal  
preocupação foi quanto aos efeitos  
biológicos do tritio visando a segurança do  
ser humano e do seio ambiente(8). A Alemanha  
por sua ve: também realizou recentemente um  
estudo sobre o coaportaaento d o tritio na  
cadeia alimenta:, no qual foi considerado a  
iaportincia do tritic orginicasente ligado  
para a estisstiva de doss(3).  

C 	tritio 	liberado 	pelas 	centrais  
nucleares ao seio ambiente acorre ea maior  
quantidade na forma de égua trìtiada. que  
entto se distribui 	homogeneamente nas  
células de liai organismo biológico. mas  
Quando ele se encontra ligado a use molécula  
organica vai se concentrar onde estiver  
localizada essa biomolácula. Além disso. a  
aeia-vida biológica da tritio orsanicaaante  
ligado geralmente apresenta valores mais  
elavadcs do que a agua tritiads(8). variando  
conforme o metabolismo da biomolécula  

trìatiada(7). Por outro lado, se o tritio  
for incorporado em usa posjçgo na  qual nSo  
ocorre mais troca do hidrogénio, ele  

Permanecere no organismo até 	a  aorta  

celular. 	resultando 	ea 	usa 	meia-vida 
 

biológica bastante longa(3).  

A 	tisidina-tritiada. 	Por 	ser um  
Precursor 	do DNA. 	i 	incorporada pelo 

 

material 	genético 	da 	célula 	e 	
como  

consequência podes ocorrer  *anos causados 
 para radiacla beta do tritio na _aram da  

quebras da  cadeia do DNA:,:,  

• sistema eabrionario 4 ronstituid:  

células pr:_ifera:_vas gut. apresentar _ra  
zits Laos lie se _ . _e DNA, sen::  

ua 	dos 	sés:ata_ 	tia:J.4giaos 	na__  
radiossens.`els _ 	gran__ _.. ,- ?pese pee , "_3 
lstudc ccs efc_t's 	ca_ raz_3. c e. 
Segundo.Jacquet eúrias_el_,. nàc existe  
variado as sensìbilidace de eabribes de  
caaundongos Irradiados _ -  vivo" ou "in  
vitro". ._ria, a grande vantages da  
€ertiliaao  l:  - in ',titre -  é a garantia de que  
todos os á-.-_ Se  encontras na aesaa fase  
de dessnvoivia:esto e o cultivo "in vitro -
permit* o acospa - naseato do desenvolvimento  
dos es:riôes fira ,.o organ  isso saterno. A  
técnica da :er.,___acãa vitro' es  
camundongos 	_ aperfeiycaca 4 _ 	Yasada e 
coi.(10) 	cuja e:'__imnc_a -a ^ obtengão de  
blastocistos chega a supers,: 35:.  

(à present* trabalh_ teve __z:a d` g,ivos 
obter o valor da :Lao c.sa :eta: 54t) da  
timidina-sstìl-trìtìada rara a f_rsac3a de  
blastocistos da embriões de caaur.dongos e a  
cinética da incorp:raClo .... triti.. .. ,zrarite  

periodo da pri-sapian.tacl_ .;. entri3c.  
realizando-se a aarcacia oc.s _ rad:o_s5topc  
durante a :ase r-v •... lasr tic  
desenvolviaentc do sìgotQ.  

=$Elie I.  

Caaundongos fences 	6C3F1  
(C57131/

• 

C311) cos 3-4 asses e machos IC: cos  
9-6 meses foram mantidos ea sala  climatizada  
com us esauesa de luainosidade antra 7 :00-
19 :00 horas e aliaentados "ad libitua".  

cultura dos eatrìNes;  A fertiliaaCão  e  
cultura "in vitro" foras  realizadas cantors*  
metodologia extabslecida pc: Masada  e 

col.(*). As féseas foras super- ovuladas cox  
inìegóes intraperitoneal de nor* aios PHS e  
NCO (pregnant flare Seroa e Numan Chorionic  
6onadotropin. respectivamente. da Sankyo  
louki Co. Ltd.. Tokyo). 3 dias antes e  no  

dia anterior a fsrtilizaolo in vitro- .  
reapectìvaasnte ,  No dia de insesinacio us  
sache foi sacrificado por  deslocamento  
cervical • o esperma. obtido do epididiae  



caudal. foi mantido durante uma hors em meio 
de fertilizaolc TYR para capacitaolo, a 
370C. em atmosfera ilmida contendo 5% de COr. 
A= fermis super-ovuladas foram sacrificadas 
em seguida. os ovos retirados da ampola do 
tUloz. de Fal5pie por rompimento e 
imediatamentc 	imeraor. em 	meiu 	TYH. 	A 
fertilimacao 	"in 	vitro- 	foi 	realizada 
pipetando-se 	5-10 	microlitros 	do 	meio 
contend: 	 espermatcziider 	coOr.. 
microgotas contendo os ovos el guatro horas 
apos 	foi 	feita 	a 	selecao 	dos 	ovoc 
fertilizados. com  sequéncia de lavagens no 
meio de cultura M280, reunii3 dos ovos em um 
'pool- e 	 final com 20 ovos por 
microgota do meio de culture. 0 
desenvolvimento embrionario foi acompanhado 
durante quatro dins. a 370C e em atmosfera 
iimidn contendo 5% dr CO2. 

harcactin cnm rariioireltnno: 	Timidina-metil- 
tritiada (74Gbg/mol. 37HBg/m1) da Du Pont 
foi adicionada is microgotas com os zigotos 
na fase pro-nuclear. seis horas nods a 
inseminaclo. com  concentract5es de 2.7 x 102 
a 2.7 lOng/m2 (concentrac&o final et 100 
microlitros de meio de cultura). 

bedida de inoormileaolo Am trittet;  A ten d_ 

incorporacao do tritio fol medids 001004":" 
se 20 ell:briber cobra papal de filtr., °Ad, 
foram lavadoa tree vexes owl 0 me" is, 
cultura • oxidados em um sparelho mpropried, 
pars antic) ism contadoc et liquid: 
cintilador 	num 	contador 	do 	cintilama:. 
Paokard, 

mstyld ;fa DLLJ.  A formaolo dt blatt1:1-. 

orobit, 

expnndido fol estabelecida como parAAAZ;c, 
finnl para o oilculo da DLit,. cujoa dada. 
foram analisados por transform:4o =I= R.1.2011110 

A Figurs 1 represents a curva da taxa 
de formaclo de blasoistos expandidoc, 
corresponds ao quarto dia apds a marcaol4, 
am relaolo is concentracbes do tritto no 
meio dr 	cultura. 	A 	01.4,0. ou seis, 
concentraclo do radioisótopo requerida pgra 
inibir n format:4o de 50% dom embribec es 
blastocisto, foi obtida derma curva, eejc 
valor encontrado foi de 404 x 10.138g/s: 
Este concentracho 6 cerca de 1800 vszeo 
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Piqurm - Determining° da dose letal 501,14,50, da timidina-mstil-tritiada para a format' de blastocistos de 'morass de camundongoe. 
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Figura 2 - Incorporação de timidina-
metil-tritiada pelos embriões durante o período de pre-ia plantação. 	 _ 

100 

baixa que o valor da DLso de 4,7 x IO°Bq/ml 
para a água tritiada encontrado por Yamada e 
col.(9,10), no mesmo sistema embrionário e 
em condiçôes idênticas quanto a técnica 
utilizada e a linhagem dos camundongos. De 
fato, esses autores propuseram que o dano 
causado pela radiação beta da água tritiada 
ao DNA é principalmente devido a radiação 
emitida pelo trítio localizado fora da 
eacromolécu la( 10) , uma vez que a 
distribuição do trítio neste caso ocorre 
homogeneamente dentro da célula. Muller e 
co1.(5) observaram também que ocorre um 
aumento de 85% no aparecimento de 
micronúcleos em consequência da incorporação 
de timidina-metil-tritiada ao DNA de 
embriões de camundongo, com uma concentração 
de trítio igual a 925Bq/ml. 0 tipo de 
aberração mais frequente causado pelas 
Partículas beta da água tritiada em  enbriães 
de camundongo é a do tipo cromossõnico. c(2n 
o aparecimento de fragmentos que São também 
característicos da radiação gama de cobalto -

BD de baixo LET e raios-X)10)- 

in 
A Figura 	2 representa a curva 

de 

durante os quatro dias referentes ao period° 
de Pré-implantaçâo do embrião. A  
cp° centração  do radioisótopo adicional' ao 
°e lo de cultura foi igual a 2,4 x 10 3  Bq/ml. 

e.4 ¡valente ao valor da DLso- a-sz 
Su e 	a 	 timidina - met al  

triti 	
incorporação 	da 	

Verific 

ada pelo embrião é relativamente baixa 
Pr ;  dois primeiros dias ,  correspondentes a e s lmeira e segunda  divises celulares ;2 e

.'ç 

a  
el 

	divisões 
 e que na fase de morosas (un 

uras)  e blastocisto (96 horas) 
aumento substancial na incorp•oraça  

As observações morfológicas a nível de 
microscopia óptica efetuadas durante t_da a 
fase de pré-implantação do embrião i- dizarax 
que não é possível avaliar cs da.-__s ta 
radiação beta do trítio até a forma-:~ 
mórula. Os efeitos se tornam visive:s 
durante a formação do blastocisto. com_ 
ser observado na Figura 3, evidencia_.dc-se 
na forma de fragmentação do embriiz. 
aparecimento de bolhas e halos e bloqueio d_ 
desenvolvimento na fase de mórula. Estes 
dados vão ao encontro das obse-va-es 
realizadas 	por Yamada 	e 	ca'_._(2. 	q 
obtiveram resultados semelhantes mediante 
irradiação crônica com água tritiada 
radiação gama de cobalto-5C. 
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SUMMARY  

House embryos have been use: as  a g c.d 
bi°logical system to study the er==its .: 
ionising radiation on 	a.'_- 	-_ 
and on the mammal embryos devel:Fre_t. 
vitro" fertilization is an ideal -e_hniq ` e 
for irradiating or labelling zany zyg . t __ 
the same devel pmental stage and u'tr  
Security that it will not ha...,  any  
of maternal organ isa _ In the preset: 	- _ 

°Õrporação 	da 	timidina -metil - tr itiada  
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Figura 3A - Desenvolvimento normal dos blastocistos 

• 

Figura 3B - Blastocistos anormais de embriões cultivados em meio contendo timidina tritiada 



TritimA raliióbiolory 
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rferent 	concentrations 	of 	methy1-3H- di), ;dine was added to the culture medium 
0111'Arops 	containing 	the 	zygotes 	at Oa" nuclear 	stage and 	the embryos 	were pro 	d “io vitro- at 370C in a humidified iture 
"!tospaere with 5% of CO:: for four day- up 
3" the expanded blastocyst stage, the 
:" bushed end point to calculate the LDso, esta soz 

lethal dose. The blastocyst 
trle 
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meion rate decreased wift. 	increasin,-; ;or- " 
',,seentration of tritium in the medium and a 
'"Ille of 2.4 x 103 Bq/m1 for LDso wa. 
T:tajned. The 3H-TdR incorporation by the 
°;:bry,:s durin:: th.., preimplantatich perioA 

low 	at the begining and 	increased as uickiy 	during 	the 	,morula 	and 	the 
liastocyst development. 
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