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CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO DAS ALTERAGOES DO EIXO
HIPOTALAMO-HIPOFISE-TIREOIDEO NA HIPOPROTEINEMIA
EXPERIMENTAL EM RATOS WISTAR ALBINOS
(RATTUS NORVEGICUS ALBINUS)

Vinia Caira Borghi

RESUMO

Este trabalho foi realizado com a finalidade de verificar & infludncia ds dieta carente em proteines sobre 08
niveis de hormdnio tireotrdfico no soro de ratos, em condic3es basis @ em re<posta & administracdo de seu hormdnio
liberador (TRH).

Estudaram-se dois grupos de animais, compreendendo 24 ratos em cada grupo, submetidos, respectivements, ds
dietas normoproteica, contendo 15% de caselns (grupo controle) e hipoproteica, contendo 3% de caseine (grupo
carente cardnico proteico).

A experidncia foi realizade em ambiente provido de aparelho condicionsdor de sr, pers controle de
temperstura ¢ exposto 8 iluminagdo natural. O perfodo experimental exiendeu-se por 30 dias, no qual Os enimais
recebersm dieta 8 d4gua “ad libitum’’.

Analisaram-se 08 pesos iniciais, finais ¢ » evoluco do peso dos ratos dos dois grupos

Determinaram-se, no final do periodo experimental, as concentracSes sdricas de protefnes totsis, slbumine,
globulinas @ hormdnio tireotrdtico {TSH). A concentracio hormonal foi estimads antes e apés 8 sdministraclio
intra-carot/dea de 10 microgramas de TRH sintético a cada animal, em horiério preestabetecido, por radioimunoenssio
ompregando-se 3 t&cnica do duplo enticorpo.

Os dados obtidos foram submetidos 80 tratamento estatistico, splicandc-se snélises apropriadss.

Os snimeis dos dois grupos estudados, cujos pesis médios inicials erem semelihantes, spresentarem no decorrer
do perfodo experiments! diferentes svolucdes de peso. Os animais controle sumentsram de Peso @ Os Carentas tiveram
s pesos diminufdos (a <0.001).

As concentrac3es séricas de proteines totais @ frecdes proteicas snalisacies foram significantements menores no
grupo carente, quando comperadas ds concentragSes correspondentes do grupe controle (@ <0,001),

O nivel bess! de TSH sérico nio diferiu significantemente entre 0s dois grupos estudedos. Apds s administreclo
de TRH, 0 grupo cuntrole sumentou cercs de 10 vezes ssu nivel médio bassl de TSH sérico (@ <0,001), s0 mesmo
tempo em que O Qrupo carente spresentou um acréscimo de 17 vezes (@<0,001); sendo este incremento Mais
scentysdo nos snimels carentes (@ <0,001).

Nestes condigles expevimentals, efte trabalho vemn » mnfirmer ume Iberaclo exsgersds de hormdnio
tiraotréfico em resposta a0 estimulo de sey hormdaio liberedor, nos animals sbmetidos § ceréncie proteics, embore
ndio demonstre slteracin nos nivels basais.

Estos resuitados forsm discutidos com Dese nos relatos da thersture, referentes ds shersples enddcrines
obsarvadas ns desnutrico clinica e experimentsl. Possiveimente, 8 diminuiclo de frensclio hipofisirie ne secreclo de
TSH, obesrvads no grupo carents em resposts 30 TRH, seja causacts pele deficiente converslio extratiredides de tiroxine,
que scarretarie diminuide formaclo hepética de trilodotironine.

f.\pvovﬂ para publicaclo em Jarwiro/1978.



INTRODUGAO

A incidencia continua e a persistente taxa de mortalidade encontrada na desnutric3o
humana‘go' sdo dois aspectos ironicos desta condigdo, que, embora inteiramente evitdveis, persistem
como caracteristicas dominantes da nutricio mundial. Apesar da pesquisa e do desenvolvimento
dirigirem-se no sentido de prevencio e cura da mad nutricdo, o elevado fndice de ocorréncias, bem como
fatores sociais, culturais, econémicos e tecnolégicos contribuem para sua dificil erradicacdo. Muitas
indagacGes relativas a eventos metabdlicos que a precedem e acompanham permanecem ainda sem
resposta.

As alteragGes ciinicas e patologicas encontraclas em animais desnutridos sdo substancialmente as
mesmas que compde os quadros de marasmo e “kwashiorkor’, dois dos principais tipos de deficiéncia
nutricional reconhecidos na espécie humana. Justifica-ce, assim, a extensdo dos estudos para O
estabelecimento de modelos acurados em animais experimentais. O nimero substancial de dados obtidos
em animais depletados em proteinas fundamenta a aceitagdo de c3uvs, ratos, porces € macacos como
réplicas mais caracteristicas da condigdo humana'!2.36.42.50,77,120,145.169.172.177.178)  pcredita-se
que a desnutri¢do, quanco instaurada na infancia, provavelmente inibe o crescimento do cérebro e 0
subseqiiente desenvolvimento intelectual('57’. Quanto mais cedo 3 crianca for vitimada pela subali-
mentacdo, maior serd a probabilidade de desenvolver atrasos persictentes no crescimento e na fungdo
cerebrat'31). Criancas gravemente desnutridas apresentam déficits na capacidade mental e no desenvol-
vimento psicol6gico que persistem apds a reabilitagdo nutricional.

Demaonstrou-se que quando ratos s3o desnutridos durante o per(odo neonata! e depois a.imen-
tados adequadamente, ocorrem efeitos, alguns irreversiveis, no tamanho corpdreo, no ADN! cerebral no
nOmero e tamanho das células gordurosas e nas taxas cardiaca e tespiratéria‘7'68'"'79"7"”3",75’.
Outros efeitos relacionados com o desenvolvimento neuromotor e com o acimulo de catecolaminas no
cérebro ocorrem em ratos gerados e amamentados por maes subnutridas““'"s’. 0O mecanismo pelo
Gual a desnutricdo produz estes efeitos durante a fase critica do desenvolvimento neonatal ou mesmo
desde a fase pré-natal, é pouco conhecido.

Estudos clinicos e experimentais revelam que o jejum, a; restrigdes proteica 2 caldrica e as
deficiéncias vitaminicas e minerais alteram a tun¢do das glandulas enddcrinas. Alteragdes histoldgicas sdo
descrit2s no pancreas enddcrino @ na glandula tiredide de caés e ratos procriados e alimentados por maes
malnutridas'®®). Em ratos, a restricdo dietética materna durante a gestacio e lactagdo produz uma
progénie de crescimento retardado, com glindulas hipofisirias de menor tamanho e concentragGes
reduzidas de hormonio de crescimento hipofisirio e sérico!149.164) Concentragées diminufdas de
tiroxina (T,) e tireotrofina (TSH) circulantes, bem como de hormdnio liberador da tireotrofina {TRH)
hipotaldmico foram observadas em ratos recém-nascidos, privados caloricamente por amamentacio
intevmiteme““’.

Diversas alteracdes foram descritas fora do perfodo perinatal. Da experimentagdo animal, bem
como de estudos necrOpsicos humanos derivaram muitos dados sobre as mudancas histoldgicas ds
hipbfise e brgfos alvos ocorridas na desnutrigdo!33.66.101,119,160,161,166,160.178) (yoatice tiredide,
adrenais, ovirios e testiculos apresantam alteracdes estruturais involutivas que podem levar & atrofia de
glandula“o"”m. A observacdo dessas involugBes permitiu 8 MULINOS e POMERANTZ!1%") intro.
duzirem, em 1940, o termo “pseudohipofisectomia” em virtude da semelhangs entre os defeitos da
inanacdo e hipofisectomiz, e da convicgdo que muitos desses efeitos fossem decorrentes ds mé nutrigo
das hipéfise, resultando na secrecdu diminulda de seus hormdnios.

Estudos necrdpsicos de glandulas hipofisirias revelaram uma reserva hormonal diminufde de
gonadotrofinas e hormdnio de crescimento (GH) em pacientes caquéticos ¢ de TSH em criancas
mainutridas''34-68)  Ratcs submetidos 3 privacso proteica apresentaram diminuiclio no conteido

1_ADN: Acido Desoxirbonuciéico.



hipofisario dos hormanios folfculo-estimulante (FSH), estimulante das células intersticiais, de TSH e de
1.151)
[T ARRLEAR

Embora a reserva hipofisiria de certos hormenins «eja riduzidd ra desnutrigdo, ndo se pode

afirmar que a concentracio hormonal no sangue seja inadequada, Ex: '+ uma concorddncia que os niveis

de GH circulante estao aumentados na md nutricio proteico calonica mfanti|”o'94'95'”"”2'”6'

provavelmente devido a hipnrsncmcﬁn“ 14)

nervos“(],?d,RG,Q?).

, na ianigio do adulto e aumentados ou normais na anorexia
O nfvel de cortiso. plasmatico também encontra-se elevado, verossimiimente em
virtude de um catabolismo deficiente‘s’. Em contraste, as gonadotrofinas estio diminufdas. Adultos com
diferentes graus de desnutricio ou com anorexia nervosa apresentaram baixa excregio urindria de
gonadotrofinas e estrbqenos(“'ma" 79‘, Em criancas malnutridas foram descritos niveis plasmaticos de
hormonio luteinizante (LH' e FSH decrescidos insignificantemente e respostas subnormais do LH ao seu
hormonio libe ador(115l, Na desnutrigdo do adulto, sstudos realizados em mulheres com anorexia
nervosa demor traram niveis basais de LM ¢ estradhol diminuidos, de FSH decrescidos ou inalterados e
respostas deficitarias ao clomifénio e ao hormdnio liberadar das (_;on.ulnlr()fm.as“3'86'161 € ‘65).
Entretanto, alguns desses estudos revelaram uinda respostas de FSH aumentadas e prolongadas ou mesmo
respostas de LH prolongadas a estimwlacdo pelo hormamo diberador do hormonio luteinizante! 1611661
Recentemente, foram descritos niveis basais baixos de prolactina na desnutricio infantil e normais ou
elevados em adultos com anorexia nervosa(”"a"ﬁ"wm. O nivel basal de insuling plasmdtica
imunorreativa encontra-se diminufido na md nutricio e na privocdo alimentar ¢ as respostas as
administragGes intravenosas de glicose ¢ gluc.gonio sjo st-bnormdls‘3'24'94‘%).

Estas alteracoes da funcio endbcrina sio recuperdveis, sendo o nivel hormonal normalizado com
o tratamento da desnutricdo, 0 que contrasta com as permanentes alteragbes que ocorrem no periodo
perinatal.

No que diz respeito ao eixo hipotdlamo-hip6fise-tiredideo, a maioria dos estudos em desnutricdo
& dif(cil de ser interpretada e os relatos s3o controversos quanto ao locat da alteragdo. Diversas alteragoes
histolégicas foram encontradas na tirebide de ratos e camundongos privados de aliment.ng.]o‘“’.

Existem. também. evidéncias histol6aicas de hipoplasia tiredidea na desnutricdo clinica e experimental,
embora glandulas de criangas mainutridas n3o tenham revelado alteragdes hislolégicas'(’s'm"”g'

155.156) Significantes reducGes no peso da tiredide foram determinadas em ratos submetidos &
deplecio proteica, em criangas malnutridas e em individuos caquéticos'30.47.82.134,150,156)
Atribuiuse esta hipopiasia a uma provavel diminuicio na liberacio do TSH hipofisirio, sendo
que 8 reduzida hiperplasia observada em ratos desnutridos como resposta 4 administragio de subs-
tdncias baciogénicas suportava a referida hipotese!82)

Do ponto de vista funcional, virias evidéncias encontradas na mé nutrigdo clinica e experi-
mental, a saber: dirninuicBes na taxa metabdlica base|(9,44,97,108,150)' na captacdo de iodo radioativo
pela tiredide!8.9.14.43.4 ,108)' nos nfiveis de iodo ligado 3 protefnas (PBI)(Q'”'SO'”"23"6“, e de
iodo extralvel pelo butanol (BEI)‘E'"', na relacdo entre as concentracdes de radioiodo na tiredide e no
soro (T/S)'Jo"so’, na taxa de secrecdo de T,“‘” e nos teores de T, e triiodotironina {T,) na
tirooide‘"'sg) eT, no plasma‘eo’ com quantidades de iodoamino4cidos tiredideos aumentadas, indicam
uma diminuicdo na fungdo tiredidea. Poderia parecer que na desnutricBo uma secrecio reduzida de TSH
fosse responsdvel, pelo menos em parte, por essas aiteracdes funcionais da tiredide, visto que a adminis-
traclo de TSH estimulava a gléndula"'s". Entretanto, o TSH exdgeno ndo elevou significantemente
estes pardmetros em animais submetidos & deplecBo proteica, sugerindo mais um comprometimento
tiredideo do que hipofisdrio!30-84)

As primeiras investigacdes acercs dos niveis de TSH, utilizando métodos biolégicos, revelaram
diminuiclo nas concentracdes de TSH sérico e hipofisdrio, tanto em ratos submetidos & privaclo
slimentar ou proteics dietétice, como em mulheres caquéticas e crisngas cOM MAresMo ou
“kwashiorkor”'{33.134.181,188) ¢,y ;ecente deservolvimento de um radioiminoensaio pers 8 medida
de TSH, s introducBo dests metodologis veio mostrar que na desnutriclio s tendéncla deste hormdnio ¢
de estar insiterado na circulacBo. Assim, forsm descritos nivels bessis normais de TSH circulante em



"o

) criangas com marasmo, ‘‘kwashiorkor’’, ’kwashiorkor'’-marasmdtico, em pacientes com anorexia nervosa,

em adultos obesos ou normais submetidos 3o jejum, e em adultos com md nutrigdo proteico-cald-
rica!13.28,59.60,62,70,93,99,121,124,161,166) Entretanto, oito entre 24 criangas com md nutriclo
proteico-caldrica estudadas por PIMSTONE e cols.“"'” apresentaram TSH sérion basal elevado e,
inversamente, baixos niveis deste horménio foram determinados em criangas marasmiticas e em
individuos obesos mantidos em jejum‘so'sz'””.

O uso do tripeptidio sintético, hormdnio liberador da tireotrofina (TRH) como uma prova

estimulante da reserva hipofisiria de TSH, tornou possivel o estudo da fun¢do hipotilamo-hip6fise-

tiredidea na desnutricdo, revelando respostas do TSH ao TRH, na maioria das vezes exageradas e
prolongadas'az"'3"2"'31"6"'66).

Estes estudos da dindmica do TSH na desnutricdo humana foram realizados em condigdes
clinicas em que os grupos estudados nem sempre s30 homogéneos, e os resultados sio, ds vezes,
discutfveis. Portanto, a confirmagdo desses achados em condigdes experimentais controladas ers
deseidvel,

Julgou-se entio necessdrio avaliar o nfvel basal de TSH sérico e sua resposta so TRH sintético
em ratos malnutridos.

Este trabalho compara observaches realizadas em dois grupos de ratos, carente crdnico proteico
e controle, analisando-se 0s pardmetros seguintes:

— pesos iniciais, finais e evolugio dos pesos dos animais,
— concentragio de prote(nas totais séricas,

— concentragdo das fracOes proteicas séricas,

— nivel basal do hormdnio tireotréfico (TSH) no soro,

— nivel sérico do TSH em resposta 3 administrac3o de seu hormdnio liberador (TRH).

MATERIAL E METODOS

1 - Animais

Utilizaram-se 48 ratos Wistar albinos (Rsttus norvegicus aibinus) — Myomorpha — RODENTIA,
do sexo feminino, com idade em torno de 70 diss, de peso homogéneo e crisdos no biotirio do
instituto de Energia Atdmica de S3o Paulo (1.E.A.).

Os animais foram encerrados em gsiolas metabdlicas individusis, sendo mantidos durante 0
decorrer da experidncis em sala fechads sujeits & iluminagiio natural por aproximedamente 12 horas
didrias e provids de aperelho condicionador de sr que manteve a temperstura média ambiente de
244 £1,7°C,

A experidncia durou 30 dias, periodo em que os animais recsberam dieta ¢ dgus “'ad libitum’’.

Constituiram-se, agsim, os dois grupos de estudo do presente experimento:

8} Grupo controle — compresndendo 24 ratos Que recsberam dista normoproteice, contendo
15% de protefna de case/na (GC);



b) Grupo carente crdnico em prote/nas — compreendendo 24 ratos Que recsberam diets
hipoproteica, contendo 3% de protefna da case(ns {GCCP).

Determinouse 0 peso dos ratos em intervalos de dois & trés dias. Precedendo a pesagem, os
snimais eram mantidos nes mados do experimentador, durante aigum tempo, a fim de evitar © estresse’
decorrente do seu manuseio.

2 - Dietas

As dietas utilizadas neste trabsiho tiveram as seguintes composicdes:

Composiclo Porcentus! das Dietas de Casefns
Formecidas sos Animais

Dietas

Ingredientes

(¢/100 9 do dieta) Normoprotaics Hipoprotsics
Casefre 16 3
Mistura de sais minerais 4 4
Solugho de vitamines 2 2
Oeo de fgado de bacalhey 2 2
Oeo de milho 4 4

M lsene 73 85

Mistura de seis minerais — preperads segundo & misturs de PHILLIPS ¢ HART''%®) modificads.
Cem grames de dieta contém as seguintes quantidades de sis:

NeCl 0.5049 ¢
Fog(504)3.H;0 01332 ¢
K3 HPO,.3H; 0 1,6008 ¢
i 0,0028 ¢
Cog H3 (PO4)3 AH,0 0,3374 ¢
M»SO.AH,O o'm12 L]
MgSO,.7H;0 0,3623 ¢
m’ D,NOO [ ]
CeCOs 1,0066 ¢
CuSO4 .8H; 0 00011 ¢

Soluglo de viemmes''?® _ Cem mililros de soluallo contribuiem com as seguintes
quantidedes em mq/100g/dinta:

1 Do ingite “strem”: mgundo Susrque de Holends Ferreirs, A. Now Diclensrio & Limgws Portuguem, 1 o8. Rls @
Jonsirs, Ednore Now Fronteirs, 19786,



Tiamina HCI 3,57
Ribotlavina 3,57
Piridoxina HC! 3,57
Pantotenato de cdicio 8,94
Acido nicético 3,57
Colina HCI 1.787,28
Acido félico 1,79
Inositol 178,73
Vitamina B,, 0,04
Vitamina K, 8,94
Aqua desionizada 1.5.p. 100 ml

Observacio — Cem gramas de dieta normoproteica ¢ hipoproteica forneceram respectivamente
408,41 ¢ 381,65 Keal.!

O preparo das dietas obedeceu 3 sequéncia: dissolugdo da mistura de sais na solugdo de
vitaminas, adigdo dos &leos , adicdo da casefna e maisena; homogeneizacao da mistura seguida de duss
passagens do pb, correspondente 3 mistura final, através de peneira de malhas de “nylon’".

As dietas foram armazenadas em recipientes e guardadas em camara fria a quatro graus
centigrados.

Retirou-se, diariamente, das dietas estocadas, a quantidade suficiente para o suprimento dos
animais durante 24 horas.Com a finalidade de evitar o fornecimento de alimentos em temperatura baixa,
2 dieta foi mantida durante cerca de duas horas, 3 temperatura ambiente, antes de ser oferecida aos
ratos.

Apbds os 30 dias em que os animais receberam as dietas balanceadas, eles permaneceram em
jejum durante as duas horas precedentes ao infcio da provs de deple¢io do hormonio tireotréfico (TSH)
hipofisirio.

3 — Prova de Deplecio do TSH Hipofisério

Os animais dos dois grupos (GC e GCCP) foram submetidos & prova de deplecio do TSH
hipofisirio por meio de injecio do hormdnio liberador da tireotrofina (TRH).

Utilizowse o método da depleco pituitdria pers ¢ bioenssio dos fr.ores hipotatimicos,
padronizado por MOTTA e cols.!"®%, modificado por PIVA ¢ STEINER!!'8) ¢ adaptado ds condicBes
experimentais deste trabalho.

Os snimais previamente anestesiados por injecfo intraperitones! de Pentobarbital 6dico? (urds
mg por 100 g de peso corpéreo) tiveram a ertéria cardtica exposta por meio de uma incislio longitudinal
ne regifo anterior do pescogo. Por meio de ume clnula (tubo de polietileno PE 507 ) introduzide ne
srtivis retirou-se pequens amostra de sangue, adiministrando-se d seguir, pels mesme vie, 10 microgramas
de TARH* sintético diluidos em 0,5 mi de soluclo fisioldgica; no perfodo préestabeleciio compreendido
entre 9.50 » 10,30 horas'1®
1 Segundo Bmt, C. H. ¢ Taylor, N. B. The physiologicel besis of medicel prectice, 7 th Edition, The Willlsrms 8Wiikine

Co., Baitimore, 1961, ch. 44, p. 743 ¢ Tebias Cient(ficss Documents Geigy, 8° Edicidn, J. R, Geigy SA., Besiles,
1988, p. 521,

Ind(stries Formeciutices Fontowes — Wynth 8.A. —- 860 Bernardo do Campo, 8.P.
Cley Adams — Parsippeny, N. J, USA,
Cedido pete F. Hotimenn — Ls Roche & Co. Lide - Basiidie, Sulce.



Celetouse o sangue Intal dos animais 10 minutns apbs a administragio do horménio,
sacrificando-os por decapitagdo rpida com guilhotina.

As amostras sanguiness foram centrifugadas a 4°C, durante 20 minutos a 2000 rpm.
Determinou-se, no soro ohtido antes da administracdio de TRH a concentragio de TSH. Nas amostras
séricas, apds a administragdo do TRH, dosaram-se o TSH, as protefnas totais e as fragdes proteicas.

4 — Técnicas de Dosagem

4.1 — Protein~s Totais e Fraghes Proteicay

A concentrag¢do das proternas totais do soro (g/100 mi de soro) foi estimada colorimetricamente
pelo método de LOWRY e ools.ms’, usagia como referéncia uma curva padrao de soro albumina bovina
{SAB).

As fragoes proteicas do soro, pré-albumina, albumina e globulinas, foram separadas pela técnica
de e‘letro)forese em acetato de celulose (Cellogel)’, adaptada segundo as instrugdes do fabricante das
fitas! 137}

Apés diafanizagdo, as fitas foram Jidas em fotodensitdmetro, delineando seu perfil eletroforético
scbre papel adequado; tendo-se tomado a8 precaugio de utilizar o mesmo papel a fim de manter o
homogeneidade entre os tracados obtidos.

Pesando-se em balanga analftica Mettler? 8 drea total ocupada pelo diagrama e as éreas
correspondentes 3 pré-albumina, albumina e globulinas; calculou-se a porcentagem de distribuicdo das
fracdes proteicas com relagio ao peso da superficie total de cada gréfico.

A partir dos valores das protefnas totais do soro obtidos pelo método de Lowry, determinou-se
8 concentracdo relativa a cada fracdo proteica expressa em gramas por 100 mililitros de soro.

4.2 — Horm8nio Tireotréfico

Determinou-se 0 hormdnio tireotréfico no soro por radioimunoenssio, utilizando a técnica do
duplo anticorpo, baseado no método descrito por ODELL e c01s.!195) com algumas modificagdes,
segundo as instrugBes recebidas do National Institute of Arthiritis and Metabolic Dissases (NIAMD).

4.2.1 — Hormdnios Padriio ¢ Para Radiolodaclio e Primeiro Anticorno

~ Hormonio tireotréfico de rato pars construclo da curva pedrBo (NIAMD-Rat TSH-RP-1),
Poténcia biolbgica: 0,22 unidades de TSH-USP (bovinas) por miligrams (enssio de
Mackenzie).

~ Hormdnio tireotréfico de reto pars radioiodsclo (NIAMD-Rat TSH-1-3). Potincis
biolégica: aproximasdamente 35 unidades internacionais por miligrama (ensalo de
Mackenzle).

-~ Anticorpo contra tireotrofina de reto, preparsdo em coslhos (NIAMD-Anti-Rat TSH
Serum 2}

1 Chemetron -- Mhiisno, 11ta
2 Mettior — H20T — Zinich, Swise.



Estes materiais bioldgicos foram cedidos pelo National Institute of Arthritis and Metabolic
Diseases, National Institute of Health, Rat Pituitary Hormone Distribution Progurn‘.

4.2.2 — Obtergiio do Segundo Anticorpo

Como segundo anticorpo empregou-se imunesoro de carneiro contra gamaglobuiina {1gG) de
coelho.

4221 — Preparagdo da IgG de Coelho

Do soro normal de coelho, obtido por sangria de animais do biotério do |.E.A., foram separadss
as fragSes globulinas por meio de precipitacio com sulfato de s6dio'37).

O material obtido foi dialisado inicialmente contra égus destilads para retirada do sulfsto e
concentrado através de membrana Diaflo PM 30 em sistema de ultrafiitracio Amicon? Apbs novs didlise
contra tampdo fosfato de potdssio 0,01 M, pH 8 3. dosou-se a protefna pelo método do biureto, sendo
depois cromatografada em DEAE-ceiulose 4 equilibrado no mesmo umdo'“'")

A imuneletroforese da fracio cromatogréfica revelou, frente 80 imunesoro de carneiro enti-soro
total de coelho, uma GOnica linha de precipitagio, com mobilidade de 1gG (Figurs 1).

w

Figure 1 — Padrio Eletroforético da Preperscio do IgG Obtida em Cromatografie de DEAE-celulom.
(1) Soro Total de Coelho; (2) Fracio Eluids em DEAE celulose; (3) Imunesoro de Carneiro
antisoro Total de Coelho

Harbor Genersl Hospitei — 1000 West Cerson Street, Torrance Celifornie USA.
Amicon Corporstion ~ Lexington, Massschusetts, USA.
Composiclio: KHy PO, 8713 myg
KaH PO, 91948 mg
Agus bidestilade q. 8. p. 1 000 mi
4 Bio-Rad Lshorsories — Richmond, Californie, USA,

QN -



A solucao de 1gG obtida, contendo 60 miligramas de proteina por mililitro de tampdo, foi
ronservada a - 20°C.

4.2 2.2 — Preparagdo de Soro de Carneiro Anti-IgG de Coelho

Utilizou-se um carneiro do sexo masculino da raga Corriedale, com 10 meses de idade,
proveniente do Posto de Ovinos e Caprinos do Instituto de Zootecnica da Secretaria de Agricultura de
Sio Paulo.

A imunizagdo do animal foi realizada por injecoe: subcutdneas, na regido paraesternal, de dois
miligramas de 1gG emulsionados em adjuvante de Freund completo, durante um perfodo de quatro
semanas.

Quinze dias ap6s a ultima inoculagdo, procedeu-se 4 imunizacdo de reforco empregando-se seis
miligramas de 1gG em solugdo fisiol6gica, por via intramuscular na regido interna da coxa, semanalmente,
por um perfodo de quatro semanas. Sete dias apds, realizpu-se a sangria pela veia jugular. O imunesoro
de carneiro anti-lgG de coetho foi dosado pela técnica de precipitacdo quantitativa, segundo Heidelberg e
Kendall, descrita por MAURER8®), obtendo-se 2,4 miligramas de protefna anticorpo por mililitro de
S0r0.

Concomitantemente 3 sangria, procedeu-se a nova refargo Que se repetiu quinzenalmente a fim
de manter elevado o nivel dos anticorpos.
4.2.3 — Thenica de lodagdo

Com as precaugbes usuais na manipulacio de material radioativo, efetuou-se a iodacdo do TSH
ocom 125|1' na forma de iodeto de sodio, livre de carregador & agentes redutores; com elevada atividade
especifica (aproximadamente 300 milicuries por mililitro} pelo método de GREENWOOD e cols.'83
modificado.

A um tubo de ensaio que continha 20 microlitros ( ul} de tamp8o fosfato 0.5 M, pH 7,62
adicionaram-se sucessivamente;

8) 1,5 mCi de 1"'E'l;

b) horménio tireotréfico pera radioiodagdo: 25l ds soluclo de concentracho de
200 microgramas por mililitro (ml);

c) cloramina T: 20 u) da soluclo de concentracdo de 15 miligramas (mg) por 10 mi;
d) apiiacio moderada e contfnua, durante 40 ssgundos;

¢) metabissulfito de sodio: 50 1| da soluglo de concentraclo de 24 mg/10 mi;

f) continuow-se 8 agitar o sistema durante 40 segundos;

g) lodeto de potéssio: 200 ul da solugdo de concentraclo de 100 mg/10 m(;

h) soro normal de coelho: 100 ul corados com azul de bromofenol.

1 Forbwerke Hoechst AG — Frenkfurt {Msin), Germany.

2 Composico: NaH3 PO4.H0 897129
Ns3H PO, 61,76139
Agus bidestiisda q. 8. p. 1 000 mi
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Observagdes:

1 — Os reativos dos itens c, e, g, foram dilufdos em tampdo fostato 0,05 M, pH 7,6'.

2 — O hormonio tireotrofico foi diluido em fosfo-salina {tampdo fosfato 0,01 m? . NaCI 0,15 M
e mertiolato 0,01%, pH 7 6).
4.2.4 ~ Purificagdo do Hormdnio Marcado

A purificagdo do hormonio marcado foi feita por cromatografia em coluna de exclusdo
molecular (Gel Sephadex G-7573).

O gel previamente entumescido com fosfo-salina durante aproximadamente 24 horas, & tempe-
ratura ambi: nte, foi empacotado em coluna de vidro refrigerada » 4°C, de dimensGes de 30 centimetros
{cm) de altura e 0.9 cm de didametro.

A coluna foi saturada com fosfo-salina contendo 2% de soro albumina bovina (SAB) e em
seguida lavada com o tampio de elui¢do (fosfo-salina).

O hormonio marcado foi aplicado a3 cnluna, coletando-se fragSes de 0,5 ml em tubos contendo
0,5 m! de fosfo-salina com 1% de SAB.

Para previnir a desnaturacio da molécula proteica pela temperatura, fez-se a purificacio em
sistema refrigerado a 4°C (coletor automético refrigerado LKB 4.

Controlou-se os diversos eluatos por meio de espectrometro-automatico de cintilografia munido
de cristal de Nal(Tl), tipo pogo (Nuclear Chicago Corporations), a fim de localizar os picos radioativos.

Obtiveram-se trés picos radioativos: o primeiro pico & hormdnio nfo (ntegro, material pouco
imunorreativo, o segundo pico corresponde 30 hormdnio marcado puro, usado para o redioimunoensaio.
O terceiro pico, acusado em efluentes bem distanciados do hormdnio [ntegro, contém o iodeto livre
{Figura 2).

O primeiro e o terceiro pico foram desprezados, sendo o TSH-! 25I, congelado 8 -20°C apds o
provas de pureza.
4.25 ~ Provas do Rendimento da Marcaglio ¢ da Purazas do Hormdnio Marcado

As amostras de TSH marcado com 125,' obtidas antes ¢ spds 8 purificaclo pelo Sephadex, ds
quais adicionou-se plasma humano coredo com szul de bromofenol, foram submetidas 8 eletroforese em

fitas de papel Whatman ammi176)

A andlise eletroforética foi desenvolvida em tampéo veronsl (force Mnics 0,06), pH 8.6% ¢

800 V.

1 P.eparado 8 pertir do templo fosteto 0,6 M, pH 7.8

2 Composigo: NaHz PO4.H30 0,17042¢g
NagH POy 1,23523¢9
Agus bidestileds q. 0. p. 1 000 m

3 Phermacis - Uppesis, Sweden.

& LKB - Produkter AB ~ Bromme, Sweden.

8 Nuciesr Chicago Corporastion — Des Plsines, 1ilinols, USA.

8 Composico: Acido dietil barbhtirico 1849

Barbitel sddico 10309
Agus bidestlisde q. 5. p. 1000 ml
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A corrida foi interrompida quando as proteinas séricas coradas alcancaram 7,5 cm da origem, o
que correspondeu 3 um tempo médio de 30 minctos.

A radioatividade das fitas foi determinada em segmentos de um centimetro, a partir da oricem,
no espectrometro-automdtico de cintilografia gama tipo pogo.

O diagrama da eletroforese, realizada com a amostra de TSH logo apds sua iodagac, revelou trds
picos de atividade, correspondentes a um pico na origem de hormdnio fntegro que permaneceu no local
da aplicagdo, um pico central de hormonio danificado que migrou com as protefnas séricas coradas ¢ um
pico final de iodeto radioativo livre (Figura 3).

Na eletroforese da amostra obtida apés a filtracdo em coluna de Sephadex, identificou-se apenas
um pico de TSH marcado localizado na origem, indicando a eficiéncia da purificagdo que permitiu 8
separagio do hormdnio integro da frag3o hormonal degredada e do '25) livre (Figura 3).

A relagdo entre as contagens da drea em que se Incalizou o hormonio (ntegro e as contagens
totais da fita forneceu 45,02% de rendimento e 90,36% de pureza para o hormdnio marcado e purifi-
rado respectivamente.

4.2.6 — Protocolo do Ensaio

No protocolo. os tubos de nimeros um a trés (tragacores), contém apenas o hormdnio marcado.
Os tubos de nimeros quatro a seis {controles) contém hormdnio marcado sem anti-soro e representam @
ligagdo inespecifica do hormdnio marcado com o segundo anticorpo. Os tubos de nimeros sete a 30
contém hormonio tireotr6fico padrdo, nas concentragbes de zero, cinco, 25, 50, 100,250, 500 e 1 000
manogramas por 0,3 mililitros. Os tubos seguintes contém soro de rato contido antes e apds a adminis-
tragdo de TRH.

A seqiiéncia de adi¢do dos reagentes obedcceu 3 disposicdo do protocolo (Tabela ).

Apds 8 adicdo do primeiro 'ontioorpo o sistema foi incubado a quatro graus centigrados durante
72 horas e, ap6s » adicdo do segundo enticorpo, por 24 horas nas mesmas condigdes.

A seguir, todos os tubos, exceto os tracadores, foram centrifugados em centrifuga refrigerada 8
2500 rpm durante 30 minutos. Os sobrenadantes foram decantedos e as stividades dos precipitados
determinadas no espectrdmeto-sutomdtico de cintilografis gams, acumulando-se no minimo 10 000
contagens.

4.2.7 - Céiculos

Tendo sido ensaiados em triplicats 8 curve padrido, tracadores ¢ controles, ¢ sm duplicats ss
smostras siricas; calcularam-se 03 valores médios das contagens correspondentes.

A contagem que representa 8 ligaclo inespecifica do hormdnio marcado com o segundo anti-
corpo foi subtralds dos demais valores; constituindo 0,86% da contsgem indicads pelos tragadores.

A pertir dos valores corrigidos, calculsram-se as porcentsgens de ligacky do hormdnio marcado
com O snticorpo especifico ne presencs das diferentes concentrapSes de hormdnio pedrdo, em relaclo d
contagers do ponto zero da curva pediBo. Estabeleceu-se como sendo 100% a ligagfo neste ponto,
devido » susincie de TSH pedriio pers competir com o THS 128 pelos lugares de ligaclo do anticorpo.

Os dados assim obtidos foram procesmdos de scordo com o método de RODBARD ¢
FRAZIER'130 cug permite o transformaclio de curva pedrBio para 8 forma linesr, por melo da  seguinte
squaclio:



cp.m llOG

cC.pm-x IO4

3
* Tsn- 23
{ Antee da purificagdo
1
2»
b by
I
| 3
[ Ten-123,
Denifigade
o A
s
Apds @ puriticogle
8 T3n-'23 em sephadex
6
43
2»
b
0 A a r——— — —
o ] 9 12 18 18 2) 24 27
om
ORIGEM PLASMA ANODO
CORADO

Figura 3 - Eletroforetograma do TSH-'2%

13



1 43

Tabela |

Hormdnio Tirsotréfico Protocoio do Enmio

Tubos TSH padriio Amostra Tamplo TSH-'28 Ac 1 Ac 2
N° ng/300 ui ul ul ul 1:10 000 ul
ul
123 — —_— —_— 100 _— —_—
428 —_— —_— 700 100 —_— 200
729 0 —_— 200 100 200 200
10 a 12 5 —_— 200 100 200 200
13a 15 25 _— 200 100 200 200
16 ¢ 18 50 — 200 100 200 200
19a 21 100 —_— 200 100 200 200
2324 250 —_— 200 100 200 200
2538 27 500 _— 200 100 200 200
282 X0 1000 _— 200 100 200 200
31 - 32 —_— 300 200 100 200 200
Tampdo: fosfo-salina, pH 7,6, contendo albumina bovina sérica a 1%.
TSH padriio: hormdnio tirectréfico padrdo, dissolvido am tampido.
TSH-2%):  hormanio tireotrofico marcado, dilufdo em tampdo {20 000 cpm/100 ui).

Ac t
Ac2:

primeiro anticorpo dilufdo em fosto-salina, pH 7,6 contendo EDTA 0,05 M e soro normal de coelho a 3%.
ssgundo anticorpo.
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logity {y) = a + b In x
onde:
fogito {y} = in (y/1 - yi,
y & a porcentagem de higag3o relativa e

x & a concentragio de hormdnio tireotréfico padrio.

A reta de regress3o linear resultante, obedeceu a equagdo:

logito (y) = - 0,823 In x + 4,199

coeficiente de correlagio {r) = -0,998.

Estas determinacoes e a subsequente computacao dos valores da concentracao hormonal das
amostras séricas foram efetuadas em caiculadora Hewlett-Packard’.

A precisio deste metodo foi confirmada pela concordincia entre as concentragdes obtidas pela
equacao e as concentracdes lidas na curva aritmética.

As leituras na curva supra citada foram compreendidas na regijo correspondente & concentracio
de 40 a 130 nancgramas por 0,3 mililitros, que se apresentou linear e sensivel. (Figura 4).

Fixou-se, em ensaio prévio, como sendo de 1:10 a diluicio apropriada das amostras séricas
obtidas apds o estimulo pelo TRH; o que permitiu a leitura das concentragOes na regiao linear.

Os resultados foram expressos em nanogramas de TSH padrio (NIAMD-Rat TSH-RP-1) por
mililitro de soro.
65 — Tratamento Estatistico

Q estudo comparativo dos resultados experimentais obtidos para os grupos controle e carente
crdnico proteico for efetuado aplicando-se técnicas de comparacio de duas médias, andlise de regressfo e
andlise de variancia.

Neste estudo utilizaram-se os Indices de aferic3o sequintes:

— peso dos ratos,

— concentracao de prote(nas totais @ fragdes proteicas séricas o

— concentra¢do de hormdnio tireotréfico no soro.

5.1 — Peso dos Retos
A comparac3o entre as médias dos pesos iniciais dos ratos dos dois grupos, sntes de serem
submetidos 3s distas normoproteica ou hipoproteica, foi feita pelo teste t de Student, verificando-se

inicialmante, por maio de um teste F, se havia ou ndo diferenca entre es variincias.

1 Hiewtets Packard, inodeio 91008, E nglawood, Cotorado, USA.
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Pelo método de regressio linear simples, estudou-se a evolugdo do peso dos animais em funcio
do tempo em que eles foram submetidos as dietas. Realizou-se 8 andlise de varidncia para avaliar se as
retas resultantes satisfaziam as condi¢tes de linearidade, isto &, o coeficiente angular ser diferente de
zero e n3o existir falta de ajustamento. A diferenca entre as inclinagGes das retas dos dois grupos foi
analisada por t de Student.

As médias dos pesos atingidos pelos ratos no trigésimo dia de fornecimento das dietas foram
estimadas a partir das retas de regressjo linear correspondentes. A comparacao entre estas médias rela-
tivas aos pesos finais dos ratos dos grupos controle e carente foi efetuada pelo teste t de Student.

6.2 - Concentragdo de Protefnas Totais & Fragies Proteicas Séricas

A comparac3o entre as médias dos dois grupos de animais (GC e GCCP), segundo concentragdo
sérica de proteinas totais, albumina e globulinas, foi realizada pelo teste t de Student, tomando-se o
cuidado de verificar se possuiam variancias iguais.

5.3 — Concentragdo de Hormanio Tireotréfico no Soro

As comparagGes entre as concentragdes do hormonio tireotréfico no soro dos ratos dos grupos
controle e carente, antes e apds o estimulo com TRH, foram estabelecidas por uma andlise de varincis.
Em caso dé resultados significantes, aplicouse 0 método das comparagdes maltiplas de Scheffé.

RESULTADOS

1 — Peso dos Ratos

Os valores correspondentes aos dados individuais do peso dos animais, verificados durante o
perfodo em que foram submetidos 3s dietas normoproteicas ou hipoproteics, encontram-se ns
Tabela VIII do apéndice.

Esntdo representados na Tabela IX dn spéndice os valores relativos ds variagoes individuais do
peso dos ratos, calculados a partir dos pesos estimados no decorrer do perfodo, com relacio 80 peso
inicisl. Ver na folha a seguir do apéndice, 8 Figura 9.

As médias eritméticas dos pesos inicic! v final dos animais, bem como das variscSes entre estes
pesos estdo expressas na Tabels |1, juntamente vum os respectivos desvios pedrlio.

1.1 — Paso Iniciel

A significhncis estatistica entre as médias dos pesos iniciais dos ratos que pesserem a receber as
dietas normoproteics e hipoproteion foi avaiiads pelo teste t de Student.

Compaerando-se as varidncias dos pesos dos enimais dos dois grupos pelo teste F‘“’, o velor de
F observedo foi igual s 3,9366 (GL: 23 ¢ 23), demonstrando e existbrcie de diferenca significante ao
nivel de 1% entre elss. Aplicou-se entfo o teste t de Student pers variencias dmwm‘” , dado pele
formule seguinte:



1%

2 2
$) $2
— + —
m m

com GL =n, +n; — 2, onde:

Os fndices 1 e 2 referem-se, respectivamente, sos dados dos grupos controle e carente adnico
proteico,

n & o nimero de animais de cada grupo,
; representa o valor médio do peso inicial,
s’ representa a varidncia do referido peso e

GL figura como sigla dos graus de liberdade.

Evidenciou-se pelo valor de t observado, igual 8 0,5260 que as médias dos pesos iniciais dos
ratos dos dois grupos nfo diferem, significantemente, entre si.

Tabsela Il

Peso Inicial, Peso Finsl ¢ Variaglo de Peso dos Rstos do Grupo Controle (GC)
e do Grupo Submetido & Caréncia Crénica Proteics (GCCP)

Dados Peso Peso Varlagho
snelissdos iniciel final de peso
Grupos
GC X 105,08 ¢ 174,88 ¢ +60,79¢
d.p. 21,00 10,78 14,62
Geee X 102,649 84,889 -17,0679
d.p. 11,08 12,40 518
X: Midie

d.p. : Desvio pedriio
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12- Evolugio do Peso

0O estudo, pelo método de regressdc linear simples, da evolugio do peso dos animais durante os .
30 dias em que foram submetidos 3s dietas, foi realizado com os valores estimados a partir do segundo
dia. Neste segundo dia, correspondente a primeira pesagem feita ap6s o infcio do fornacimento das
dietas, inicia-se a avalia¢do das alteragoes do peso dos animais em resposta as mesmas.

As retas de regressio linear estimadas, segundo as férmulas descritas em DRAPER e SMITH‘”’,
relativas 3 evolugdo do peso dos ratos dos grupos de controles (GC) e carente (GCCP), sio:

retan® 1 (GC)

\

112,5000 + 2,1079 x

<
fl

retan® 2 (GCCP) : y 939735 — 0,3162 x

\

onde:

& 0 peso médio estimado no dia x, e

<

]

é o dia do perfodo analisado.

A andlise de regressio forneceu as tabelas de andlise de varidncia referentes aos dados dos
grupos controle (Tabela l11) e carente (Tabela IV).

Evidenciou-se, pelas andlise de varidncia efetuadas que as regressies sao significantes e que ndo
sio significantes as faltas de ajustamento linear. Em outras palavras, os coeficientes angulares dos
modelos lineares sdo diferentes.de zero e ndo hd evidéncias de que os modelos adotados ndo sejam os
ideais.

A comparac3o entre os coeficientes angulares dos modelos lineares tedricos foi feita pelo teste t
de Student, segundo as formulas encontradas em DRAPER e SMITH!39?,

O valor de t observado, igual a 16,6450, demonstrou existir diferenca significante 30 nivel de
1% entre o3 cosficientes sngulares das retas snalisadas, ou seja, os modelos lineares tebricos possuem
inclinagdes diferentes

A andlise estatistica permitiu concluirque o peso dos ratos se alterou durante o periodo em que
forsm alimentados com as dietas normoproteica ouv hipoproteica ¢ que as svoiugdes de peso spresentadas
pelos dois grupos diferem entre si. Isto 4, os animais do grupo controle sumentaram de peso ¢ 0s do
grupo carente tiveram seus pesos diminuidos.

Ne Figurs 6 estio representadas as retas estimsdss que indicam s evolucdo do peso corpéreo
dos animais. Ainds estio representadas regides de confisnca resuitantes ds sndlise de regremsfo. Esses
intervalos forsm obtidos por ¥, +dp,, onde 9, § o valor do peso médio estimedo no Hésimo dia @ dp,
figura como simbolo do desvio pedro, dedo pels seguinte formula’39);

- |
/, X, - Xp
ao = (=4}

3
xl

ns qual,
N & o nGmero de observecBes reslizedas,

X é 0 ésimo dis,



Tabela 1)

Andlise de Variincia Aplicads a0 Modelo Linear Teérico Relativo a Ewoluglo do
Peso dos Ratos, no Decorrer do Perfodo em que Foram Submetidos & Diew Normoproteica (GC)

Forme de

veriacho GL sa am F
Regressio 1 1086 441,3738 105 441,3738 300,6139°°*
Res{duo 310 108 769,7512 350,8702

Erro puro 299 106 332,5785 355,8273

:l::::"'ﬂ linear 1" 24371747 221,5813 0,6230 NS
Towt In 214 211,1250

eee. signiticants a0 nivel a < 0,001

NS: nlio significante

GL: Graus de liberdade

SQ: Some de quadrados
QMm: Quadrado miédio




Tabela IV

Andliss de Variincis Aplicads 8o Modelo Linesr Teérico Relativo a Evolucio do Peso
dos Ratos, no Decorrer do Perfiedo em que Faram Submetidos 4 Diete Hipoproteica (GCCP)

Fomnte de
M F
ri GL sa Q
Regressio 1 23729107 23729107 15,5654°**
Res(duo 310 47 258,6758 152,4473
Erro puro 299 46 889,7941 156.8221
F
akta de N " 368,8817 33,5347 0,2138 NS
sjustamento linear
Total n 49 631,4190
ess: significante so nfweia < 0,001
NS: nlo significante
GL: Graus de liberdade
SQ: Soma de quadrados
QM: Quadrado médio

(¥4
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—— GRUPO CONTROLE (GC)
200} - GRUPO CARENTE (6CCP)
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Figura5 — Evolucio do Peso Corpbreo dos Hatos Submetidos ds Dietas Normoprote.cs (GC) ou
Hipoproteica (GCCP). As Curvas Ponderais foram Calculadas por Regressio Linear, com os
Vatores Estimados em cads Ponto # Partir da Pesagem Efstuada no Segundo Dis do Perfodo,
Quando s Comecs Avaliar as Alterscles do Peso dos Animais em Resposta ds Dietas
Recebidss. As Aress Hachuredss Representam o Detvio Pedrllo Acime e Absixo dos Pontos
Partinentes ds Retas
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X representa o valor médio de dias do nerfodo analisado, e

s representa o valor do quadrado médio residual obtido da tabela de analise de variancia.

1.3 — Peso Final

Usando as retas de ragressio estimaram-se os valores médios dos pesos firais dos ratos dos
grupos estudados, relativos ao trigésimo dia do periodo de dieta. As médias foram, respectivamente,
175,74 gramas para o grupo controle e 84,48 gramas para o grupo carente.

A comparagdo entre essas médias foi feita pelo teste t de Student, de acord> com DRAPER e
SMITH!39),

O valor t observado, igual a 3,3862 revelou existir diferenca significante ao nfvel de 1% entre a
média do peso final dos ratos do grupo controle e a média do peso final dos ratos do grupo carente em
protefnas.

2 — Concentragdo de Protelnas Totais e Fragdes Proteicas Séricas

Os valores individuais da concentragio de protefnas totais no soro dos ratos, apds terem sido
submetidos,as dietas normoproteicas ou hipoproteica, estdo expressos na Tabela X do apéncice. Esses
valores foram estimados colorimetricamente a partir da leitura em uma curva construida com concen-
tragSes conhecidas de soro albumina bovina (SAB) (vide Figura 10 no apéndice).

A andlise eletroforética do soro dos ratos estudados revelou a presenca de seis fracGes proteicas,
em ordem decrescente de cargas elétricas: préalbumina, albumina globulina alfa,, globulina alfa,,
globutina beta e globulina gama. Ver exemplo de perfil eletroforético na Figura 6.

De acordo com o método utilizado para o cdlculo da concentragao relativa dessas fragGes, foram
determinados os valores correspondentes a pré-albumina, albumina e globulinas {(expressos na referida
Tabela X do apéndice). A concentragdc das quatro fragSes globulinas foi estimada em conjunto, visto
n3o ser possivel estabelecer com precisdo os limites entre as draas ocupadas por elas nos tragados eletro-
foréticos.

As médias aritméticas com os respectivos desvios padrdo das concentraghes de protelnas totais @
fracdes proteicas encontram-se na Tabela seguinte (5); a essas médias corresponde a Figura 7. Dada a
pequena érea ocupada pela fracdo préalbumina no perfil eletroforético determinou-se sua concentragio
em apenas quatro e trés amostras dos grupos controle e carente respectivamente que apresentaram &reas
de tamanhos passiveis de s vem pesadas.

A comparacdo das médias das concentragdes séricas de prote/nas totais, albumina e globulinas,
entre os grupos controle e carente foi feita pelo teste t de Student.

Comparando-se as varidncias dessss concentracdes, referentes sos dois grupos estudados, pelo
teste F‘“', o valor de F observado foi igual e 0,8868 pare es prots(nas totais; 1,4568 para a elbumina e
1,0508 pars a3 globulinas, demonstrando ndo existir diferenca significante entre ss veridncias comperadas
(GL: 23 @ 23). Aplicouse entdo o teste t de STUDENT pars varidncles ioum‘”’, dado pele seguinte
formuls:

Yl - Y,

/ 1
(—+—)8?

Ny n

t =




GAUPO CONTROLE
(rote af 24¢)

GRUPO CARENTE CRONICO PROTEICO
(rete a%Q)

- <
3 v
c -
&
o S
- [}
= o
b <
s )
; "
= =
» 8
i
-
AnODO ORIGEM ANoO0O ORIGEM

Préd- A ¢« Pre- Albuming
A Aldbuming

~.- ﬁt'P » f : Glebulings

Figura 6 — Perfil Eletroforético de Soro de Ratos, Realizado em Fitas de Acetato de Celuius
de 45 minutos, Voltagem Fixade 240 Ve 1,3 mA por Fita)

e. (Tampdo Veronal Sédico 0,04M, pH 8,4, Tempo de Corrida,

114



Tabela V

Concentragio de Protefnas Totais, Pré&-Albumina, Albumina e Globulinas no Soro dos Ratos
do Grupo Controle {(GC) e do Grupo Submetido 3 Caréncia Crdnica de Protefnas (GCCF):

Prote(nas totais Pré-albumina Albumina Globulinas
g/100 md 9/100 ml g/100 mi g/100 mi
GC GCC/ GC* GCCp** GC GCCp GC GCCP
X 7,52 5,69 0,23 0,15 2,63 2,30 4,68 3.14
dp 0,52 0,55 0,04 0,02 0,35 0,29 0,41 0,40
X : Média
d.p. : Desvio padrio

: wvalores estimados a partir de quatro amostras
: walores estimados a partir de trés amostras
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27
com GL = n; + n; — 2, onde:

os Indices 1 e 2 referem-se respectivamente aos dados dos grupos controle e carente cronico
proteico,

n & o nomera de animais de cada gripo,

Y representa o vator médio da concentragdo analisada,
GL figura como sigla dos yraus de liberdade. e

S? & obtido pela expressio:

{ny, - 1) s,) +{n; - 1} s:
S, = e L 1P
(ny + ny —2)

N . - .
na qual s° representa a variancia ca concentracao analisada.

O valor de t observado foi sgual a 11,8445 para as proteinas totais, 3,65668 para a albumina e
13,1712 para as globulinas, com significancia ao nivei 2 a <0,001. Evidenciou-se existir diferenca
significante entre as médias da concentragdo de proteinas totais dos dois grupos estudados. As médias da
concentragao de albumina dos referidos grupos diferem, signiticantemente, entre si. Analogamente, existe
diferenca significante entre as médias da concentragao de glovbulinas desses grupos.

Apesar dos valores obtidos, reterentes a concentracan média de pré-albimina terem sido mais
elevados no grupo controle, ndo foi possivel aplicar uma andlise estatistica para comparagio dessas
médias em virtude do numero restrito de amostras ensaiadas em cada grupo.

3 — Concentragao de Hormdnio Tireotréfico (TSH) no Soro

Os valores individuais da concentragao de TSH no soro dos ratos do grupo controle e do grupo
carentes, determinados pela técnica de radioimuncensaio antes 8 apds o estimulo pelo TRH, encontram-se
ma Tabela XI do apéndice.

As médias aritméticas e os respectivos desvics padrdo das concentracdes séricas de TSH,
estimadas antes e apds 0 estimuio com o hormdnio liberador, bem como das respectivas diferencas
calculadas, estao expressos na Tabela VI, a essas médias corresponde a Figura 8.

Os resultados referentes as concentragdes de TSH foram submetidos a uma anélise de variancia
com uma classificagdo definindo como tratamento as comoina¢Ses Grupos ¢ Tempo. A anélise revelou
diferenca altamente significante entre os tratamentos, o que sugeriu testar certos contrastes, usando pare
isto o método de comparacdes maltiplas de SCHEFFE!'49!, (vide Tabels VII).

Nio se evidenciou diferenca significante nas concentracdes de TSH entre os ratos dos grupos
controle e carente entes de serem estimulados com o TRH; estas concentracdes foram significantemente
diferentes das estimadas nos mesmos animais apds 8 administrac8o do hormdnio liberador. Evidenciou-se
também que es concentrecdes determinadss nos dois grupos apds o estimulo diferem, significantemente,
entre si. Em outras palavras, 8 andlise aplicads permitiu concluir que os niveis basais de TSH sérico dos
ratos dos grupos estudados slo similares. Os animais de ambos os grupos respondem a0 TRH apresen-
tando seus niveis sbricos de TSH ingementados, sendo este incremento mais scentuado nos snimals
submaetidos & cardncis crdnica proteica.
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Tabels VI

Concentracio de Hormdnio Tireotrofico (TSH) no Soro dos Ratos do Grupo
Controle (GC) ¢ do Grupo Carente Crdnico Proteico (GCCP), Antes e Apds o
Estfmulo pelo Hormdnio Liberador da Tireotrofina (TRH)

TSH

(ng/mi) Antes TRH Apbs TRH Diferenca
Grupos
GC X 225,53 2 165,99 1 840,46

d.p. 85,63 558,38 549,82
GCCP X 226,45 3646,47 3420,02

d.p. 75,32 639,65 639,96

X: WMidia

d.p. : Desvio padrio
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Figura8 — Concentraclo de Hormdnio Tireotréfico (TSH) no Soro dos Ratos do Grupo Controle (GC)
¢ do Grupo Carente Crdnico Proteico (GCCP), Antes e Apbs o Estimulo pelo Hormdnio
Libersdor da Tireotrofina (TRH)



Tabela Vil

Andlise da Varifincia Relativa 4 Comparagio das ConcentragBes de TSH no Soro dos Ratos
dos Grupos Controle e Carente, Antes e Depois do Estimule com TRH

F

v::ta;‘: Gt sa oM F

Entre tratamentos 3 198 708 937 66 236 312 362,1008°**
gc(’:n:a:te:c D 247,0140***
GCCPA x GCCPD 767,3030°**
GCD x GCCPD 143,7882°**
GCA x GCCPA 0,000068 NS
Res(duo 92 16 828 851 182 922

Total 95 215537788

***: significante so nivel a < 0,001
NS: ndo significante
GCA: Grupo controle antes TRH,
GC D: Grupo controle depois TRH.
GCCP A: Grupo carente crdnico proteico antes TRH.

GCCP D: Grupo carente crdnico proteico depois TRH.
GL: Grausde liberdede,
S$Q: Soma de quadrados

QM: Quadradc médio
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D!SCUSSAQ

1 — Modelo Experimental

Os modelos experimentais de md nutricdo proteica, com o objetivo de investigar problemas
relacionados com os da espécie humana, incluem o uso de animais e dietas deficientes ou isentas de
proteinas. A maioria das alteracoes fisicas e bioquimicas que ocorrem nesta sindrome carencial tem sido

reproduzida com éxito em ratos jovens ou adultos, apds um periodo experimental relativamente
cu”o(l,35,98.152)

Muitos autores utilizaram em suas investiga¢Ges animais de maior porte do que O rato, tais ccmo
macacos e porcos‘:"i'tp’o'61 "20’. Apesar dos resuitados obtidos em macacos serem mais adequados para
serem aplicados a espécie humana do que os obtidos em ratos; quando muitas amostras sao necessirias, 0
uso de grandes animais se torna impraticavel.

SREBNIK e NE LSON“s” estudaram a fungdo hipofi .aria anterior em ratos machos que foram
privados de dieta proteica por um periodo de cinco semanas.
SREBNIK com outros colaboradores!'5?) estudou também a fungao tirebidea em ratos femeas
mantidos em dieta aproteica por cinco semanas. O mesmo tema foi investigado por COWAN e
MARGOSSIAN'3®! em ratos fémeas alimentados com dieta isenta de proteinas e deficiente em iodo,
durante um periodo que variou de 24 a 32 dias.

GAITONDE e TAWALKAR!%% verificaram o efeito do TSH exdgeno na liberagdo de hormo-
nios tiregideos marcados com 131} em ratos submetidos a dieta carente em protelnas por um periodo de
quatro semanas.

Considerando as observacOes acima, utilizou-se na elaboragdo do presente modelo experimental
perfodo de 30 dias de caréncia dietética de prote(nas, julgando-o suficiente para induzir as alteragoes
inerentes ao estado de deficiéncia nutricional.

O modelo deficiente em prote(nas foi conseguido alimentando os animais com dieta contendo
3% de casefna, sendo que aos animais controle foi fornecida dieta contendo 15% de casefna.

Estes teores prateicos obedecem ao estudo realizado por HALAC(GS' em ratos, no qual sugere
uma ingestio proteica “minima adequada” para o crescimento dos animais de 15%. Segundo o autor,
ingestdes abaixo desse nivel estariam incluidas no intervalo da m4 nutricdo proteica; assergao esta con-
firmada por KIRSH e cots. 177! que desenvolveram em ratos alimentados com dieta contendo 5% de
proteinas, disturbios clinicos, biogquimicos e histoldgicos similares aos encontrados em criancas porta:
doras de “kwashiorkor”.

2 = Aclimataglo e Manuseio dos Animais

Estudos de cardncis proteica em ratos revelam a influéncis da temperatura sobre 8 ingestao
alimentar e 0 peso dos animais.

HEGSTED ¢ cos.'®”) em experimento com retos submetidos 8 deplecdo proteica, evidenciaram
msior perda de peso dos animais expostos durante 11 dias em temperatura baixa ( 12,8°C) do que nos
mantidos 8 25,6°C, pelo mesmo periodo de tempo. Apds 35 diss de exposi¢do a essas temperaturas, Os
animels parderam, respectivamente, 35% e 27% do peso original.

JOBIN ¢ SAMEL'T? yeriticaram que a exposico de ratos 8o frio moderado (13°C), durante 24
horas, determinave sumento da tireotrofina e tiroxina plasméaticas 3 partir de 30 minutos e quatro horas
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de exposicdo, respectivamente. Comparando as respostas de TSH plasméatico ao frio de intensidade
progressiva,  estes autores observaram estimulo maximo para as temperaturas de oito e dois graus
centigridos.

Sequndo TUOMISTO e cots 1621 axpusicdo e ratos ao frio {gquatro graus centigradcs)
durante 30 minutos, apés um periodo de aclimatagio minimo de sete dias, sob temperatura constante e
30°C, aumentava muitas vezes o nivel de TSH imunoensaiave!.

ROWE e cols.!133) estudandc a relagdo entre a iluminagdo ambiental e o eixo hipdfise-
tiredideo, em ratos, verificaram que a privacio de luz resultava no aumento de peso da tiredide e a
iluminacio constante diminuia o peso da glindula.

Levando em consideragao esses dados e a fim de evitar padroes dispares no metabolismo perifé-
rico dos hormonios tiredideos dos animais, eles foram mantidos, durante toda a experiéncia, em
ambiente fechado suieito a ilumina¢dn natural por cerca de 12 horas diarias e provido de condicionador
de ar com temperatura variando entre 22,7°C e 26,1°C.

Alem da temperatura e luz, Jeve-se considerar a influéncia de outros estimulos nos niveis de
TSH circulante dos ratos. Assim, DUCOMMUN e cols.‘“), verificaram gue estimulos éxtero-receptivos
inespeciticos suaves, a saber, o manuseio e a transferencia de ratos de uma sala para outra, conduzem @
uma rapida diminuigdo da concentracdo plesmatica de TSH nesses animais.

Portanto, no presente experimento, evitou-se a variacdo dos niveis séricos de TSH dos animais,
manipulando-os delicadamente por ocasido das freqientes determinagdes de seus pesos corporeos 8
mantendo-os no mesmo ambiente até o final do experimento.

3 — Método da Deplegao do TSH Hipofisirio

Alguns fatores foram considerados na aplicagdo do método da deplecao do TSH hipofisario pela
inje¢cdo do hormonio liberador da tireotrofina {TRH):

3.1 — Anestesia dos Animais

Trabalhos encontrados na literatura tém demonstrado que apds o estresse ocorre uma dimi
nuicdo aguda do TSH plasmético, a0 mesmo tempo em que a excrecdo de hormonio adrenocortico-
trofico (ACTH) é maxima.

SAKIZ e GUILLEMIN''3®! yerificaram que guando a hipotise é induzida a secretar TSH pelo
TRH, ela concomitantemente secreta menos ACTH em resposta ao estresse; inversamente, quando 8
seaecdo do ACTH & inibida pela dexametasona durante o estresse, mais TSH & liberado da hipbfise em
resposta a0 TRH. As observacdes de REDDING e SCHALLY''28) (obre 0 acimulo de TSH na hipofise
de camundongns submetidos 8 injecdo intravenosa de histamina, poderoso agente indutor de estresse,
suportam estas evidéncias.

DUCOMMUN e cols.'*!! observaram que em ratos mantidos em ambiente tranquilo, até 10
minutos apds a injecdo intraperitoneal de Nembutal (4,50 miligramas por 100 gramas de peso corpdreo),
os niveis de TSH plasmitico ndo diferiam estatisticamente dos nfveis determinados nos animais controle,
sacrificados no mesrno hordrio. Segundo MARTIN e REICHLIN“"”, 8 resposta do TSH plasmético &
sdministrac3o de TRH sintético & afetada pelo tipo de anestesia usada. Esses autores verificaram que o
aumento do nivel plasmitico de TSH, cinco minutos apds a administracdo de 0,1 micrograma de TRH,
era comparbvel nos ratos anestesiados com &ter e com pentobarbital. Entretanto, s resposta era signifi-
cantemente mais prolongads nos animais anestesiados com pentobarbital.
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Tendo em vista essas observagoes, no presente experimento os animais foram anestesiados com
pentoharbital, injetado intraperitonealmente na dose de tres miligramas por 100 gramas de peso cor pd-
reo, tumando-se a precaucao em causar 0 minimo possive! de estrasse no momento da injegdo.

3.2 — Administragio do TRH

Vdrios autores jd utilizavam a via intracarotidea para a injecdo de extratos hipotalamicos em
ratos na investiyacdo dos fatores hiberadores dos horménios foliculo estimulante, adrenocorticotrofico, de
crescimento e tireotrofico, devido a injegdo intracarotidea permitir o uso de menor quantidade de

principios liberadores quando comparada com a intravenosa(zs'u"00"02'107).

PIVA e STEINER!''8 (itam no bicensaio do TRH gue a via intracarotidea @ preferida porque
aumenta a sensibilidade do ensaio e menores quantidades de TAH podem ser usadas. Nesse estudo, os
autores observaram a maxima deplegdo do TSH hipofisirio administrando, aos ratos, altas doses de TRH
sintético. Com doses de 10 microgramas ( ug), verificaram deplecdo quase imediata e determinaram altos
niveis de TSH em soros coletados 10 minutos apos a injegio dessa dose. MARTIN e REICHLIN'B®!
obtiveram em ratos respostas progressivamente maiores de TSH piasmatico aumentando a dose do TRH
administrado  que variou de 0,001 a cinco microgramas. Entretanto, somente a resposta 3 maior dose
resultou em deplecdc significante do TSH hipofisirio nos animais sacrificados 15 minutos apds a injecdo
do TRH.

A literatura refere-se a existencia de um ciclo circadiano de TSH em ratos, porém as observa-
?5es sobre este ritrno nictemeral ndo sio concordes e tambem sdo um tanto controversas
6,41.52,73.83.129.141,143) geq,ndo os trabalhos de BAKKE e LAWRENCE(® em ratos machos e de
SINGH e col&“‘a’ em fémeas, verifica-se que o TSH hipofisirio se apresenta elevado as 8,00 horas,
diminuindo respectivamente até as 13,00 e 15,00 horas: periodo no qua! SINGH e cols.“w)
uma relagdo inversa entre o TSH hipofisdrio e plasmatico. Apesar de SCHINDLER e cols.!141) nao
terem encontrado, em animais de ambos 0s sexos, flutuagGes significativas da concentracdo de TSH
hipofisdrio, observaram niveis plasmdticos mais elevados pela .manh3. Esta observagdo concorda com os
resultados de JOBIN e SAMEL'73) e de DUCOMMUN e cols.'®’! em ratos machos que encontraram
nfveis plasmaticos culminantes as 8,00 e 7,00 horas respectivamente. RETIENE e cols.! 129} estimando a
conrentragdo hipofisdria por um periodo de 24 horas evidenciaram alguma variagdo em ratos machos e
nenhuma flutuacdo em fémeas. Estudando ratos de ambos os sexos, LEPPALUOTO e ofs.83) yerifi-
caram o valor mais alto de TSH sérico as 11,00 horas nos machos e um aumento gradua! das 11,00 as
15,00 horas nas fémeas. FUKUDA e wls.'5?) demonstraram nitida ritcimidade nictemeral do TSH
plasmético de ratos machos, caracterizada pelo zénite as 12,00 horas. A propbsito, verifica-se que nas
determinagdes de TSH em ratos os investigadores coletam as amostras na mesma hora do dia a fim de
minimizarem as flutuacSes ria concentragdo desse horménio”'sa'n" 18.143,162)

observaram

Considerando o ritmo circadiano de secegdo de TSH e com o intuito de determinar o horério
em gue a hipbfise & mais responsiva a0 TRH, avaliou-se em estudo prévio a liberagdo do TSH hipofisirio
pela administracdo de TRH sintético em ratos femess, no perfodo das 8,00 3s 12,00 horas' 16!, Os
resultados desta pesquisa sugeriram que entre 9,50 e 10,30 horas 8 glandula apresenta um nivel de
secrey3o de TSH elevado e quase constante' 16/,

Baseando-se nas consideracOes acima expostas, procedeirse A administracao intracarotidea de
10 ug de TRH sintético aos ratos, no perfodo compreendido entre 8,50 e 10,30 horas, sacrificando-os
10 minutos apés & injecdo.

4 — Peso dos Animais

Os ratos dos dois grupos estudados apresentavam no infcio do experimento pesos iguais, nfo
existindo difarenca significante entre as médias de seus pesos iniciais {phginas 17 a 18).



Observou-se que os ratos alimentados com dieta normoproteica por 30 dias, ganharam
69,79 gramas, ao mesmo tempo em que os alimentados com dieta hipoproteica perderam 17,67 gramas.
Tanto o acréscimo como o decréscimo de peso foram significantes quando analisados estatisticamente *
{paginas 19 a 23), da mesma forma que se evidenciou existir diferenga significante entre as médias dos
pesos atingidos pelos ratos dos dois grupos estudados (pagina 23).

Encontram-se na literatura relatos similares acerca da evolucao do peso corpdreo de ratos
em estudos sobre caréncia proteica. A perda de peso foi observada em estudos realizados com
animais mantidos em dieta proteica como tambeém em estudos que utilizaram dieta hipoproteica,

sendo o ganhc de peso evidenciado nos respectivos controles, providos de dieta normoproteica
(2,30.42,47,122,150,151,169)

§ — Concentragdo de Proteinas Totais e Fragdes Protelcas Séricas

As medias das concentracdes séricas de proteinas totais e fragOes proteicas analisadas,
foram significantemente menores, no grupo carenie Cronico proteico, quando comparadas as médias
correspondentes do grupo controle; o que esta de acordo com dados publicados sobre o assunto
",42,77,98" (pa’ginas 23a 27).

O nivel meédio das oroteinas totais obtido no grupo controle (7,52 g/100 ml) se aproxima
dos citados por MENDEZ e MENCHU'®'" (722 ¢/100 ml, CHANDRASEKHARAN'ZS)
(6,85g/100 ml) e ACHILLES'Y (7,90 /100 ml) verificados em ratos alimentagos com dietas
normoproteicas, havendc maior similaridade com o nivel observado por MENDEZ e MENCHU‘9”,
antes de submeterem 0s animais a periodos de restricdo alimentar, que utilizaram o mesmo método
de dosagem. Com relagdo a0 grupo carente, o resuitado obtido (5,69 g/100 mi) se assemelha a0
descrito por MENDEZ e MENCHU'®') (5,86 ¢/100 mll em animais mantidos em dieta hipoproteica,
sem subsequente privacio alimentar, = por MORGAN e PETERS!?®) {5,83g9/100ml) e
ACHILLES'"! (5,47 g/100 ml) em 2animais alimentajos com dieias aproteicas; como também ao
obtido por CHANDRASEKHARAN'Z6) (528 ¢/100 ml} em ratos submetidos durante 16dias &
privagdo alimentar.

Verifica-se nos trabathos da literatura que o fracionamento de soro normal de ratos, por eletro-
forese em papel ou acetato de celulose, evidencia @ presenca de cinco fragGes proteicas, a saber: albu-
mina, globulina alfa;, globulina alfa;, globulina beta e globulina gama‘m'g"”?"sg). No presente
experimento, a andlise eletroforética, realizada em fitas de acetato de celulose, reveiou a existéncia de
mais uma fracdo, a préalbumina (Figura 6). Entretanto, esta fragcio n3o 1oi observada no trabalho de
WEIMER e cols!179) ¢ tambéem nos trabalhos de EDOZIEN'4Z), de CHANDRASEKHARAN'?® ¢ de
MADI ¢ CAMPOS'87) que utilizaram a2 mesma técnica de fracionamento.

Embora a concentracdo de préalbumina tenha sido estimada em um pequeno nimero de
amostras, o valor médio observado no grupo carente cronico proteico, diminu{do em relac30o 3o grupo
controle, .oncorda com o estudo de INGELBLEEK®?) em criancgas senegalesas portadoras de mad nutri-
¢io proteico-caldrica, em que sugere esta determinacic como um sensivel indicador de deficiencia
proteico-calérice.

O valor médio da concentracio ds albumina estimada no grupo controle (2.63a/100 mi} &
v.aparbvel 808 valores relatados por WEIMER''®? (260 ¢/100 mi, KIRSCH e cols!?”
{2,829/100 ml) ¢ CHANDRASEKHARAN'®' (250 g/100 ml), referentes sos ratos controle, alimenr
tador com dieta normoproteics. Considerando-se a somatoria dos valores médios das fragdes globulinas,
estimadas separadsmante nos mesmos animais do Gitimo trabalho cmdo‘”’, igus! a 4,35 gramas por
100 mililiros de soro, poder-se-is estabelecer uma correlacdo com o valor midio estimedo no presente
estudo, que foi igual s 4,68 gramas por 100 mililitros de .oro (Tabela V).

O valor de concentraclo médis de slbumine observads no grupo carente crdnico proteico
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(2,30 4/100 ml), concorda com os resultados verificados em uabalhos j4 mencionados, ' lativos as
investigagdes realizadas com ratos submetidos a dietas apmmicanﬁm (2,30 4/100 ml}, ou contendo 5%
de pioteina antes de serem sujeitos 3 restrigio alimentar‘9"! (2,45 ¢/100 ml), ou 1% de lacto:
albumina'??" (2,40 g/100 mi), ou 0,5% da mesma'2’ (2,22 4/100 ml) ou mesmo apds 16 dias de privagdo
alimemaruﬁ) (2,24 g/100 m!}. Baseando-se nas somas dos valores médios das fragdes globulinas anali-
sadas individualmente em estudos ja referidosue'g”, iguais @ 3,39 e 3,65 gramas por 100 mililitros de
soro respectivamente, verificar-se-ia que as mesmas se aproximam do resultado meédio obtido nos animais
carentes do presente experimento, igual a 3,14 gramas por 100 mililitros de soro (Tabela V).

Apesar de alguns autores terem observado nos ratos desnutridos niveis de atbhumina mais altos,
ou mais baixos, ou mesmo niveis de globulina menores do que os verificados nos animais desnutridos do
presente trabalho("4'42'77'98*152'169), as concentrages de proteinas totais ou fragGes proteicas, ou
ambas, analisadas em trabathos ja citados foram significantemente menores quando comparadas com as
observadas nos respetivos znimais comrole(1'2""26":'2'77'91 98,152,169}

Entretanto, a proposito das fracies globulinas, MENDEZ e MENCHU'®" yerificaram
diminuigido significante apenas na subfragdo alfa, em ratos mantidos em dieta hipoproteica e
CHANDRASEKHARANQG) nas subfracoes alfa e beta em ratos submetidos a privagdo alimentar.
WEIMER e co|s.“7°), alguns anos antes j& haviam observado, em ratos sujeitos a moderada ou aguda
restricdo alimentar, niveis de proternas totais séricas, albumina e globulinas alfa; e beta significante-
mente diminuidos e niveis de globulinas alfa, e gama normais ou aumentados. Eles concluiram que essas
alteragGes ndo seriam primariamente um resultado de diferentes graus de hemodiluigdo, baseanco-se nas
divergentes respostas das subfragdes séricas a realimentagio. No mesmo sentido, MENDEZe
MENCHU9'! ¢ CHANDRASEKHARAN!'26! 4firmam que se as alteragdes na hemoconcentragao fossem
0 Unico mecanismo ativo, entdo todas as fracSes e subfragOes séricas deveriam estar alteradas, proporcio-
nalmente, na mesma diregdo.

A hipoclbuminemia, bioguimicamente, ¢ um achado invaridvel no desenvolvimento da md
nutricao proteico-caldérica e tém sido obtida experimentalmente em macacos, porcos e ratos
(36'42'48‘50'77'84'120"69). KIRSCH e ools.”” observaram que ratos aiimentados com dieta hipopro-
teica apresentaram diminuicdo de crescimento e hipoalbuminemia, disturbios estes semelhantes aos
apresentados por criangas portacoras de “‘kwashiorkor’’.

Segundo EDOZIEN(”’, as alteragdes associaGas com mé nutrigdo proteico-calorica em ratos,
incluem perda de peso corpdreo, perda de pelo e diminuicdo nas concentragSes de protelnas totais @
albumina plasmiticas.

STEAD e BROCK”SZ’, estudando o efeito da deplecdo proteica em ratos jovens, precocemente
desmamados, utilizaram como fndices primirios de ma nutrigdo proteico-calérica, entre outros, niveis de
elbumina e globulina plasméticas, 0s quais se apresentaram diminuidos nasta sindrome carencial.

No presente estudo, os ratos alimentados com dieta hipoproteica desenvolveram os sintcmas
acima mencionados, indicando que eles foram mantidos em dieta o tempo suficiente para serem
considerados deficientes proteicos.

Do ponto de vista nutricional, a protefna mais importante & presumivelmente a albumina.
Existern evidéncias que em condi¢des de carencia dietética de protefnas o catabolismo de albumina &
reduzido em hamens ¢ animais, ¢ Que a meia vida de albumina & prolongacda em animais.

Em 1957, GITLIN e JANEWAY!'68) j8 haviam verificado em camundongos que injestGes
Jroteices reduzidas conduziam a uma diminuicdo no catabolismo da albumina plasmética & uma
diminuicBo na sfntese da sibumina.

Estudando 0 matabolismo dessa proteina sérica em criancas com mé nutricdo proteics, GITLIN
¢ cols.'87! concluiram em 1958 que na mé nutriclo a taxa catabdlica de albumina ndo se alterava ¢ que
a hipostbuminemia seria devido primariamente § sintese diminulda.
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Entretanto, em 1962, PICOU e WATER LOW' 10! o estudo similar, sygeriram que a répida
regeneracdo da albumina plasmatica ocorrida em resposta ao tratamento de criancas malnutridas, seria
produzida principaimente pela redugc3o na taxa catabOlica antes que por quadquer estimulacdo de sintese,
No mesmo ano, COHEN e HANSEN'?%) examinando a distribuicdo e a velocidage de renovac3o da
albumina em criancas com “kwashiorkur”, encontraram taxas absoluta de sintese e fraciondrias de
catabolismo diminuidas durante a depl:gdo proteica e aumentadas apds a recuperacdo.

FREE'IAN e GORDON em 1964‘49), observaram em ratos deficientes proteicos, redugdo nas
taxas absuiuta e fracionaria de catabolismo e aumento na meia vida da albumina.

KIRSCH e cols”s) em 1968, estudando a regulagio da sintese e catabolismo da albumina em
ratos, verificaram gue a redugdo ou a retirada de proteinas da dieta causava um decréscimo na taxa de
sintese, presumivelmente mediante reducio na utilizagdo de aminodcidos. A taxa catabdlica cantinuava
normal, refletindo uma diminui¢do gradual na concentra¢do plasmatica e no tamanho de compartimento
da albumina. Em um certo nivel critico, seguia-se um decréscimo na taxa catabélica. Segundo esses
autores, isto seria, provavelmente, uma tentativa para conservar o compartimento de albumina em face
da iminente deplegdo. Conclusdes similares foram descritas no mesmo ano por JAMES e HAY!'2! em
estudo com criangas desnutridas, alimentadas com die* » deficiente em proteinas.

Mais recentemente, MORGAN e PETERS‘QB’ também verificaram em ratos desnutridos
diminuicdo na concentracio sérica e binssintese da albumina, sugerindo que a hipoalbuminemia
dever-se-ia a sintese diminuida que teria como fator limitante o suprimento de amino4cidos. Observaram
ainda que a concentragdo plasmatica diminuia menos do gue a taxa de sintese, possivelmente em.razjp
da simulitanea redugdo na taxa catabélica, verificada anteriormente por KIRSCH e cols.(n).

Conforme citam WATERLOW!'67) WATERLOW e ALLEYNE!'%®) parece que quando g
ingestdo proteica é reduzida, ocorre uma queda na taxa de sintese da albumina, conduzindo a um
pequeno decréscimo na concentracdo plasmdtica e na massa intravascular da albumina. Porém, a massa
intravascular & mantida por dois mecanismos adaptativos: transferéncia da albumina do compartimento
extravascular para o intravascular e reducdo na taxa ca‘abdlica.

6 — Concentragdv de Hormanio Tireotréfico (TSH) no Soro

8.1 — Método de Dosagem do TSH

A similaridade imunolbgica entre o TSH bovino e o TSH de ratos proporcionou a muitos

i nvestigadores a elaboragio de imunoensaios capazes de medirem o TSH no plasma de ratos
(65,106,127,128,174)

O desenvolvimento de um sistema de radioimunoensaio para TSH de ratos foi descrito
inicialmente em 1966 por REICHLIN e cols.! 128 Este ensaio baseava-se na inibicio da ligacdo entre
TSH bovino e s0ro anti-TSH bovino pelo soro e extrato hipofisirio de ratos.

WILBER » UTIGER""', no ano seguints, desenvolversm um método de radioimunoensaio
suficientemente sensivel psrs detectar 0 TSH no soro de tatos eutiredideos, empregando TSH de tumor
tireotrdfico de camundongo marcado com 126) ¢ 5010 anti-TSH bovino. Nestes radioimunoensaios
heterSlogos, 08 autores citados utilizavam padr3es de TSH bovino' 128-174)

Em 1970, REICHLIN o coks.'27! ¢ GARCIA @ MORREALE DE ESCOBAR'®®’ desenvoiveram
radioimunoensaios empregando TSH marcado bovino, soro anti-TSH bovino e extrato bruto de hipofises
de ratos, obtendo melhores resultados do que com o uso de pedrdes de TSH bovino altsmeute purifi-
cado.



37

Mesmo assim, a determinagdo do nivel absoluto de TSH no plasma de ratos, por imunoensaio
de espécies cruzadas, era dificil e a conclusio final sobre a verdadeira concentracdo dependia do
isolamento e purificacio do TSH desses animais. Somente apés a obtengio de TEH altamente puriticado
e soro anti-TSH especitico pelo National {nstitute of Arthrits and Metabolic Diseases, National Institute
of Health, Bethesda, Maryland, U.S.A., foi possivel a realizagio de radioimunoensaios completamente
homoloygos para TSH de ratos'’+15.51.52.75,80.83.162)

Neste trabatho, pelo motivo exposto, dosou-se 0 hormanio tireotrofico dos ratos por radioimu-
noensaio homologo, utilizando a técnica do duplo anticorpo (paginas 7 a 15).

Os niveis basais de hormonio tireotrofico no plasma ou soro de ratos, referidos na literatura
quando dosados por radioimunoensaio homologos sao variéveis(53'75'83'162). Esta variabilidade depende
de certos fatores e ja foram mencionados alguns fatores que alteram o nivel de horménio circulante:
temperatura(”'m”, estresse(126'136), manuseio dos animais“”, emprego de anestésicos(“’aa’,
1uz'133) ¢ horario da colheita de sangue(“'52'73'83"“'”3). Além desses fatores, deve-se considerar o
sexo do animal estudado; FUKUDA e cols.'52' ¢ BAKKE e cols.”) verificaram que ratos machos
apresentavam nive:s de TSH circulante mais elevados do que fémeas.

Os niveis médios basais de TSH sérico, obtidos neste experimento (Tabela V1), aproximam-se
dos citados por TUOMISTO e cols.“m' verificados em animais controle, expostos 3 temperatura
ambiente de 30°C e por FUKUDA e co!s.(‘r’:” determinados no plasma de ratos féemeas, antes de serem
submetidos a uma dieta deficiente em iodo.

6.2 — Deplegdo do TSH Hipotisrio

Ja se demonstrou que o hipotalamo produz uma substincia reguladora, o hormonio liberador da
tireotrofina (TRH), que controla a liberagio de hormonio tireotrdtico da hipotise anterior. O hormonio
liberador & contido nas terminagies nervosas da eminéncia média do hipotalamo e liberado na circulagdo
porta-hipofisdria; seguindo até a parte distal da adenohipitise, onde atua na liberagio do TSH. A
liberagio do TSH da hipsfise é estimulada pela TRH e inibida pelos niveis aumentados de hormonios
tireéideos“a'z".

O isolamento e a identificacio da estrutura do TRH (piroglutamil histidil prolina amida) a partir
de centenas de milhares de hipotdlamos sufnos e ovinos por dois grupos diferentes nos Estados Unidos
da América, respectivamente, de SCHALLY e cols.‘45'1°3'139’ e de GUILLEMIN e mls.‘n’, com
subseqliente sintese, possibilitou a realizagdo de estudos em animais sobre as interacdes hipotalamo-
hipbfice-tirebideas, com maior precisdo.

Os resuitados de vérios estudos fisioldgicos conduzidos desde o inicio da década de 1960 com
pr eparacdes naturais de TRH, foram confirmados e ampliados com o uso do TRH :intético
117,19,40,125.126.136,138) 5,404 posteriores revelaram que o TRH sintético possui a nesma
atividade que 0 TRH natural!20:56)

Tem sido estabelecido ue o TRH, por meio de um mecanismo de retro-regulacdo positiva,
estimula a liberagdo do TSH préformado e sua neo-sintese'98:118) Estes dois efeitos podem ser parcial-
mente dissociados, sendo a sintese um processo Mais lento e secunddrio ao efeito de liberacdo.

Estudos realizados com hipbfises bovinas mostraram que o TRH triciado & ligado especifica-
mente ds membranas receptoras hipofisérialw”. Adenil ciclase, 8 enzina que cataliza 8 formag3o de
3,5-adenosina monofosfato ciclico (AMP ciclico) estd associada a essas imembranas. A atividade da
adenil ciclase & estimulada pela adigio de TRH, e os derivativos do AMP ciclico também podem
estimular a liberagdo do TSH “in vitro'! 153, Assim, o TRH atua diretamente estimulando 8 célules
hipoftisdris por meio da formaglo de AMP ciclico.



A resposta ao TRH pelo, tecido hipofisirio exige ions cdlcio e traduz-se por um aumento do
metabolismo oxidativo da glicose e pisuvato, mas n3o necessita nova sintese proteic.a“”"sa).

Poderia ainda ser mencionada.a possibilidade que o TSH circulante exerca controle direto sobre
a secregio hipotalamica de TRH por meio da denominada retro-regula¢ao de alga curta.

Virios autores, analisando o efeito.do TRH exdgeno no nivel de TSH circulante, encontraram
niveis aumentados em resposta a esse hormonio liberador(7'75-83’.

KIEFFER e cols.'”%) verificaram em ratos fémeas imaturas que receberam TRH, nivel de TSH
12 vezes maior do que o de animais tratados com solugdo fisioldgica e LEPPALUOTO e cols.(a:”
observaram um incremento de aproximadamente seis vezes na concentracio de TSH sérico de ratos
fémeas normais, em resposta 3 injecdo de 50 microgramas de TRH.

Neste trabalho, apos a administracio de TRH, o grupo controle incrementou em cerca de 10
vezes seu nivel médio basal de TSH sérico, a0 mesmo tempo em que o grupo carente sofres em
acréscimo de 17 vezes (Tabela VI).

6.3 — Nlveis de TSH na Desnutrigdo

Verificou-se, no presente experimento, ap6s um periodo de 30 dias no qual os ratos foram
submetidos a4 caréncia proteica dietética que o nivel sérico basal de TSH ndo diferiu significantemente
em relagdo aos respectivos niveis dos animais controle. Apos o esiimulo com o TRH exogeno, tanto os
ratos carentes como os controles tiveram um aumento significante nos niveis séricos de TSH, sendo este
incremento maior nos animais carentes (paginas 27a 30).

Embora PIMSTONE e cols.!''3" tenham encontrado niveis basais de TSH circulante
aumentados em criangas com mad nutrigdo proteico-caldrica, os dados obtidos no presente trabalho
concordam com os descritos por GODARD e LEMARCHAND-BERAUD(E’Q'GO’, GRAHAN e cols.(sz',
CHOPRA e SMITH?8) ¢ INGENBLEEK e BECKERS'7?! na m& nutricio proteico-calérica, no marasmo
e no “kwashiorkor”; por MERIMEE e FINEBERG'®Y no jejum e por TRAVAGLINI e cols.!'8") o
VIGERSKY e cols.“ss’ na anorexia nervosa que encontraram niveis basais normais de TSH circulante.

No entanto, sdo poucos os relatos existentes na literatura que mostran efetivamente um
mecanismo de retro-regulacdo alterado para o sistema hipotdlamo-hipOfise-tirebideo

Na opinido de GODARD e LEMARCHAND-BERAUD(5969) que estudaram criangas com mi
nutricdo grave, a observag3o da atividade tiredidea diminuida e n’veis normais de TSH basal seria
compativel com uma fun¢do adenohipofisdria relativamente deprimida.

INGENBLEEK e BECKERS'70 sugeriram uma alteracio no mecanismo de retro-regulacio para
explicar a falta de correlagdo negativa observada entre as concentracles séricas de triiodotironina {T;) e
TSH en pacientes senegaleses com mé nutrigdo proteico-calérica grave.

PIMSTONE ¢ cols.!113 descrevendo niveis basais de TSH elevados e respostas exageradas e
prolongadas 4 estimulecio pelo TRH em oito entre 24 criancas com desnutricio proteico-calérica,
refutaram a hipdtese de uma fatha da supressio retro-reguladora pelos hormdnios tiredideos circulantes,
pois 8 sdministrac3o de T, exbgeno a esses pacientes suprimia prontamente o TSH basal. Propuseram,
entho que # causs mais provével seris um disturbio primdrio da funco tiredidea ¢ que a reserva de TSH

seris normal, srgumentando contra o antigo conceito de uma pseudo-hiposectomia ocorrente na
desnutrlclo"o".

Embora ns desnutricBo 8 glandula tiredide possa estar resiments alterads estrutural ¢
-funcionaimenta!30.43.44.47,66.07,119,123,147,180) o 504 ser menos responsiva 80 TSH, fato este
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contestado pelos trabalhos de STEPHENS!'5%! ¢ de GAITONDE e TAWALKAR'®4 que encontraram
respostas tiredideas exageradas ou normais, respectivamente, ‘'in vivo” ao fator tireotréfico e 'in vitro”
ao TSH exogeno em animais malnutridos, estas alteragGes, seguramente, ndo sao devidas, pelo menos
quantitativamente, a diminui¢io de TSH imunorreativo liberado pela hipéfise. O conceito de uma
diminuida eficiéncia biologica do TSH na md nutrigdo, nio foi comprovado, visto que o baixo valor da
relacio entre as concentracdes de radioiodo na tiredide e no soro (T/S) e a captacdo de iodo radioativo
pela tiredide, encontrados em ratos privados de proteinas, njo aumentaram em resposta ao TSH
130.64} A deticiancia iodica pode ser afastada teoricamente, conforme citam PIMSTONE e
, considerando que ela levaria a hiperplasia glandular, fato esse ndo verificado na desnutrigdo.

A disponibilidade periférica hormonal parece também estar alterada em conseqiéncia ou como
causa das modificagoes no eixo hipotalamo-hipdfise-tiredideo decorrentes da md nutrigdo. Assim, excelo
alguns .elatos de diminuicdo nos niveis de tiroxina (T,;) total com niveis normais ou alterados de T4
“we(GO,GZ)' provavelmente causada pela diminuicao de proteinas transportadoras, a alteragdo mais
evidente € um decréscimo no nivel de T, total e sua resposta normal ao TRH!T2! '

CHOPRA e SMiTH 28! sugeriram que o decréscimo de T, total, corr:spondente a diminuicdo
de T, livre, com T, total normal, observado em pacientes indianos com md nutrigdo proteicc-calorica,
provavelmente seria causado por um defeito reversivel na conversio extratirebidea de T, em T;.
Conclusoes semelhantes foram relatadas nos estudos de INGENBLEEK e BECKERS!”Y realizados com
criancas senegalesas desnutridas e de MERIMEE e FINEBERG™3) com adultos sunmetidos ao jejum;
esses autores atribuem a diminui¢do de T, a uma ineficiencia da monodesiodagio hepatica de T,.

Portanto, parece estar bem fundamentado o achado de baixos niveis de Ty e a :.~anutengdo de
um nivel normal de T4 circulantes na desnutricdo, o que teoricamente poderia ser explicado por varias
proposi¢des

A diminuicdo na concentragdo das proteinas transportadoras de T, poderia ser a causa dos
baixos niveis de T3 circulante com subseqiiente aumento na frag3o livre, pois a maior parte deste
hormdnio estd ligada a trés protefnas séricas;, a globilina (TLG)', a albumina e em menor grau a
pré-albumina (TLPA)? . Contribuem para esta hipStese as reduzidas concentragoes de TLPA e albumina
encontradas na mé nutricao pro(eico-calbrica(sg), porém os niveis de TLG sdo normais ou mesma
aumentadosm”. Logo, outros mecanismos devem estar envolvidos, visto que a diminuicdo das prote/nas
transportadoras na desnutricdo n3o poderia explicar a baixa concentracdo de T, livre observada por
alguns autores‘n), bem como as concentragdes de Ty diminuidas com T, normal, considerando que a
tiroxina & transportada pelas mesmas protefnas séricas.

O aumento do consumo periférico de T acarretaria um incremento do consumo de oxigénio,

resultando em taxa metabolica basal elevada, situagdo n3o encontrada na eventualidade em
estudo!9.97.1501

A sintese glandular alterada n3o encontra fundamentos visto que as andlises qualitativas
realizadas por determinados autores, utilizando técnicas cromatograficas, mostraram distribui¢do normal
de iodoaminodcidos na desnutrigdo proteica expwimental”o"”’. Considerando que apenas 30% do
nfvel de T, no sangue origina-se da secrecdo tiredidea, sendo a maior propor¢do do T3 circulante
proveniente da monodesiodacdo periférica da tiroxir\a'n'"z"“’, mesmo a inexisténcia de secre¢do de
T, pela tiredide ndo explicaria a considerdvel diminuicdo de T, observada na m4 nutrigio.

Tem sido demonstrado que a desiodacBo peritérica da tiroxina pode ser processada de duas
formas, resuitando na formacio de Ty ou de T, reverso (rT,). Se o iodo 4 removido do anel fendlico,
forme-se 3,3'5-triiodotironina (T,); quando a monodesiodacfo ocorre primeiro no anel tirosil, &
formado 3,3’ 6'-triiodotironina reverss (rT,)“u’.

1 TLG: Tiroxina ligads s globutina.
2 TLPA: Tioxing ligads s pré-sibumine.



A conversfo deficiente de T, em T,, levando 4 formagdo hepdtica de quantidades aumentadas
de rT,, com a recfproca de T, diminufda, observada recentemente por CHOPRA e cols.'27) em
pacientes com md nutricdo proteico-caldrica em Calcuta, fornece um possivel esclarecimento para a baixa

concentragdo de T3 observada na desnutrigao.

Pode-se supor, portanto que a diminuigido da frenacdo hipofisiria na secrecio de TSH, observada
nos ratos desnutridos do presente trabatho, quando submetidos a administracdo de TRH, & deorrente
desta imperfeita conversio extratiredidea de T4. Corrobora esta hipotese o fato da triiodotironina reversa
ser quase inativa, nao tendo participagdo nos mecanismos de retro-requtagdo. Assim, NICOD e co!s.(m“,
em recente trabalho, demonstraram que a administracdo de rT; exbgeno n3o altera as concentragGes
séricas basais de T,, T3, TSH e prolactina, ou mesmo as respostas séricas de TSH, prolactina e T, ao
TRH.

Com base na literatura consultada, este estudo permite supor que a diminuigdo da frenacdo
hipofisdria na secrecao de TSH, obse.vada nos animais carentes em resposta ao TRH, possiveimente é
causada pela deficiente conversio periférica de tiroxina, ocorrente na desrutrigio, levando a formagio
hepdtica de quantidades diminuidas de triiodotironina (T3}, com a reciproca de T, reverso aumentadas.

Porém, deve-se considerar que a ocorréncia de padrées anormais de respostas de TSH ao TRH,
respostas atrasadas ou prolongadas, observadas na anorexia nervosa(u'm"mm, também podem sugerir
8 existéncia de alteragGes hipotalamicas na desnutricdo.

Espera-se que estudos futuros sobre o conhecimento das alteragdes enddcrinas na desnutrigdo
venham a concluir estas especulacdes, definindo o papel adaptativo hormonal do eixo
hipotélamo-hipéfise-tirebideo nesta situacdo.

CONCLUSOES

Nas condicdes experimentais em que este trabalho foi realizado e com a metodologia
empregada, os principais fatos observados foram:

1) O peso dos animais dos dois grupos estudados, semelhantes no inicio do experimento,
alter>u-se no decorrer do perfodo em que foram submetidos as dietas normoproteica ou
hipoproteica. Os animais do grupo controle aumentaram de peso e 0s do grupo carente
crdnico proteico tiveram seus pesos diminuidos.

2) As concentracdes séricas das proteinas totais e das fracoes proteicas analisadas diferiram
entre 03 animais dos grupos controle e carente cronico proteico. Os valores médios das
protefnas totais, albumina e globulinas séricas foram significantemente menores ro grupo
carente,

3) Os niveis basais de tireotrofina (TSH) sérica dos animais dos grupos estudados ndo
diferiram significantemente entre si. Os animais dos dois grupos responderam ao
hormdnio liberador da tireotrofina (TRH) sintético, apresentando seus niveis séricos de
TSH significantemente aumentandos, sendo este incremento mais acentuado nos animais
submetidos 3 caréncia crénica proteica.



Peso, em Grames, dos Ratos do Grupo Controle (GC) e do Grupo Submetido & Caréncia Crénica Proteica (GCCP)

Tabela VIII

PESAGENS
Paso Peso
inicial final
Ratos Dia Dia Dia Dis Dis Dis Dia Dis Dis Dis Dis Dis Dis
N® 2 ] 7 ) 12 14 16 19 2 23 26 28 30
GC
1 a5 -] 101 118 124 122 131 134 141 144 144 150 163 166
2 92 107 104 120 120 125 137 140 151 157 152 159 165 176
3 114 115 124 138 142 147 148 160 165 163 165 168 169 177
4 118 13 135 146 147 155 162 163 166 165 169 173 176 182
5 126 127 138 1490 141 150 154 163 164 162 166 168 170 176
8 116 120 143 138 140 152 151 161 166 164 166 170 178 179
? 126 126 129 139 144 150 148 159 1563 155 165 170 170 180
8 110 115 120 126 137 139 146 150 148 158 162 164 165 166
9 94 109 120 1 i) 128 138 148 154 154 160 168 169 173 186
10 102 115 125 132 140 140 183 163 1563 158 160 164 160 174
n 89 103 115 125 133 146 158 158 157 166 168 170 175 177
12 92 100 109 12 120 124 3 136 138 141 147 148 147 160
13 123 132 145 155 158 165 170 mm 176 183 188 190 198 200
14 118 132 144 154 156 167 168 163 m 177 180 181 194 197
15 134 139 147 155 156 165 165 162 168 168 170 168 170 180
16 143 143 151 155 165 169 168 175 177 184 185 187 193 198
Continuas. ..
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Continuaciio da Tabela Vill

. PESAGENS
Peso Peso
imcial final

Ratos Dia  Dis Dia  Dia Dis Dia Dia Dia Dia Dia Die Dia Dia

No 2 5 7 9 12 4 16 19 21 23 26 28 30
GC
17 . 18 138 w0 15 149 151 154 160 163 164 170 174 178
18 93 % 102 M3 g 18 124 125 128 128 136 135 138 143
19 10 146 146 157 164 166 172 172 180 180 190 193 197 200
20 76 78 88 89 104 115 19 124 130 14 143 146 159 161
2 94 89 101 122 128 134 140 146 153 164 165 171 177 182
2 89 89 9 N2 N7 124 130 131 13 150 155 188 170 172
< n 7 8s % 100 m 121 126 132 143 147 144 165 167
24 50 62 66 79 87 98 02 106 108 117 e 121 126 127
X 10508 111,54 11946 128,63 134,25 140,38 145,29 149,42 153,13 157,96 161,29 164,04 169,13 174,88
dp. 2109 21,75 2294 2079 2025 19,83 1808 17,87 17,89 1636 1698 1695 17,24 16,78
Geee

1 93 81 81 80 74 2 76 79 79 79 78 78 76 76

2 96 81 81 81 76 74 73 72 72 n 68 68 65 66

3 99 83 a8 8s 84 82 82 82 82 82 80 78 78 78

4 100 96 89 86 86 81 81 81 81 80 80 80 81 81

5 120 M2 107 w06 104 102 100 102 102 103 104 105 104 100

6 100 92 es 83 81 80 79 81 81 81 83 84 82 81

Continua. ..
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Continuaclio da Tabela VIt

PESAGENS
Peso Peso
inicial final

Ratos Dia Dia Dia Dis Dia Dia Dia Dias Dia Dia Dia Dia Dia

Ne 2 5 7 9 12 14 16 19 21 23 26 28 30
Geer

7 102 98 97 an 89 87 85 85 85 85 85 85 82 81

8 102 100 94 90 84 82 78 81 81 81 81 81 76 74

9 12 115 15 109 108 108 108 110 110 116 114 118 114 110
10 92 87 84 B4 80 78 78 77 74 74 74 74 72 72
n 91 87 81 81 80 78 77 76 76 76 76 76 76 76
12 N 86 86 86 81 81 80 78 77 77 77 77 77 77
13 94 89 87 87 83 83 82 81 80 80 80 80 80 80
14 90 86 86 80 79 79 75 73 74 76 80 74 77 74
15 93 a7 85 78 78 78 75 72 74 76 77 74 77 76
16 19 110 108 106 104 104 104 103 103 102 100 100 100 97
17 21 114 114 114 114 114 114 114 114 114 109 109 ' 105 104
18 14 106 105 103 102 100 100 100 98 98 96 96 96 96
19 2 14 114 114 13 1mm m 1m 110 110 107 107 106 106
20 96 84 84 84 84 81 81 81 81 80 80 80 76 76
ri 102 N 88 88 90 84 88 92 92 9 90 88 87 88
4 N 89 89 86 82 82 82 82 81 81 81 80 80 80
23 107 104 104 104 104 103 103 102 102 102 102 101 101 L1o))]
24 105 96 95 95 93 92 92 9 91 9 9 90 90 88
X 102,54 95,75 93,75 9N 89,71 88,38 87,67 87,75 87,50 87,75 87,21 86,79 85,75 84,88
d.p. 11,09 11,09 11,34 11,53 12,31 12,33 12,81 13,16 13,06 13,48 12,63 13,38 12,99 12,40

X : média
d.p. : Desvio padrdo




Tabels I1X

Varisglio do Peso, em Gramas, dos Ratos do Grupo Controle {GC) e do Grupo Carente Cronico Proteico (GCCP). Os Valores desta Tabels
Foram Caiculados » Partir dos Pesos Estimados em cada Dis de Pesagem. No Decorrer do Periodo Analisado, com Relagio ao Peso Inicial

r ACRESCIMO DE PESO
Ratos Dia Dis Dia Dis Dis Dia Dis Dia Dis Dis Dis Dia Dis
N° 2 5 7 9 12 14 16 19 2 23 26 28 30
GC
1 " 16 2 39 37 46 49 56 59 50 65 68 80
2 15 12 2 28 33 45 48 59 65 60 67 73 84
3 1 10 2 2 33 2 46 51 49 51 54 55 63
4 5 17 25 29 37 34 45 a8 47 51 55 58 64
5 1 10 14 15 24 28 37 38 36 40 42 44 49
6 4 7 2 24 36 35 45 50 48 50 54 59 63
7 o 3 13 18 24 22 33 27 29 39 44 44 54
8 5 10 16 z7 2 36 40 38 48 52 54 55 56
9 15 2 27 4 a“ 54 60 60 66 74 75 79 92
10 13 2 2 38 38 51 51 51 56 58 62 58 72
n 4 2 36 “ 57 69 69 68 77 79 8 86 88
12 8 17 2 28 32 39 44 46 49 55 56 55 68
13 9 2 32 35 ] 47 48 53 60 66 67 75 77
4 14 26 36 38 49 50 45 53 59 62 63 76 9
15 5 13 2 2 3 N 8 34 & 36 k] 36 46
16 o 8 12 22 26 25 32 34 4 42 44 50 53
17 Y U 19 K 28 K 33 39 42 43 49 53 54
18 3 9 20 2 25 31 32 35 35 43 42 45 50
19 16 16 2 34 36 42 42 50 50 60 63 67 70

Continus. . .



Continuaglio de Tabels 1 X

ACRESCIMO DE PESO
Ratos Dis Dia Dia Dia Dis Dia Dis Dis Dia Dis Dis Dia Dis
N° 2 5 7 ] 12 14 16 19 21 23 26 28 30
GC
2 2 12 23 8 39 43 48 54 65 67 70 83 85
4] 5 7 28 34 40 46 52 59 70 n ” 83 88
2 0 7 23 P ] 35 41 42 47 61 66 69 81 83
23 0 8 19 24 34 44 49 55 66 70 67 88 90
24 2 6 19 2 38 42 46 48 57 56 61 66 67
X 6,46 14,38 23,42 29,17 3529 40,21 4433 48,04 52,88 56,21 63,92 6404 69,79
d.p. 5,58 7,24 6,67 6,87 785 10,44 9,23 10,00 12,58 1187 1512 15,14 14,62

DECRESCIMO DE PESO
Geer .
1 12 12 13 19 16 17 14 14 14 15 15 17 17
2 15 15 15 20 22 23 24 24 25 28 28 31 N
3 6 1M 14 15 17 17 17 17 17 19 21 21 21
4 4 1 14 14 19 19 19 19 20 20 20 19 19
5 8 13 14 16 18 20 18 18 17 16 15 16 20
6 8 12 17 19 20 2 19 19 19 17 16 18 19
7 4 5 " 13 15 17 17 17 17 17 17 20 21
8 2 8 12 18 20 24 21 P3| 21 2 21 26 28
9 7 7 13 14 14 14 12 12 6 8 4 8 12
10 5 8 8 12 14 14 15 18 18 18 18 20 20
1" 4 10 10 M 13 14 15 15 15 15 15 15 15

Continua. . .
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Zontinuaclio da Tabels I1X
DECRESCIMO DE PESO

Ratos Dia Dia Dia Dis Dia Dia Dia Dia Dia Dis Dis Dia Dia
N© 2 5 7 9 12 14 16 19 2 23 26 28 30
GCCP

12 5 5 5 10 10 1" 13 14 14 14 14 14 14
13 5 7 ? 1 1 12 13 14 14 14 14 14 14
14 4 4 10 1" 1n 15 17 16 14 10 16 13 18
15 6 8 15 15 15 18 21 19 17 16 19 16 17
16 9 1" 13 15 15 15 16 16 17 19 19 19 2
7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 12 12 16 17
18 8 9 1] 12 14 14 14 16 16 18 18 18 18
19 ? ? ? 8 10 10 10 1" 1 14 14 15 15
20 12 12 12 12 15 15 15 15 16 i 16 20 20
4] n 14 14 12 18 14 10 10 1" 12 14 15 14
2 2 2 ] 9 9 9 9 10 10 10 1" 1" 1"
2 3 3 3 3 4 4 4 5 5 5 6 6 6
24 9 10 10 12 13 13 14 14 14 14 15 15 17
X 6,79 8,79 10,83 12,83 14,17 14,88 14,79 15,04 14,79 1533 15,75 16,79 12,67
dp 334 348 3,69 4,02 4,35 4,77 4,55 4,36 4,73 4Mn 4,85 5,19 5,18

X: Mida

d.p. : Desvio padrio

9



47
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Figura® - Variacio do Peso Corpireo dos Ratos Mantidos com Dietas Controle (GC) ou Carente Cronica
Proteica (GCCP). A Inclinaclo das Retus foi Calculada por Regressdo a Partir dos Valores
Médios Estimadns em Cada Dis de Pesagem no Decorrer do Periodo, com Relaclo so Valor
Médio de Pesagem Inicisl (dis O)



Tabela X

Concentracio de Proteinss Totsis, Pré-Albumina, Albumina & Ginbulinas no Soro dos Ratos
do Grupo Controle (GC) e do Grupo Submetido 4 Cardncis Cronica Proteica (GCCP)

Ratos Protelnas Totais Pré-Albumine Albumina Globulinas
N° /100 mi /100 mi g/100 mi g/100 mi
GC
1 7,08 e 2,31 4,69
2 712 _— 2,59 4,44
3 7,76 —— 3,06 4,55
4 7,82 _— 2,74 484
5 7,66 _— 2,80 4,72
6 7,52 S 254 475
7 7,40 _— 2,53 4,74
8 8,30 — 335 4,75
9 7,62 _— 2,48 4,95
10 8,32 — 2,91 5,22
1 7.50 — 2,31 5,06
12 8,12 0,18 313 4,74
13 7,96 — 2,37 5,37
4 7,30 —_— 2,36 4,83
15 6,44 —_— 2,40 385
16 7,80 0,20 2,95 4,36
7 7,90 0,26 2,53 4,99
18 6,92 —_— 2,25 4,60
19 8,18 _— 2,79 5,31
20 8,02 — 32 4,66
21 7,20 ~—— 2,9 an
2 7,32 —_— 2,27 4,73
2 8,62 _— 2,13 4,24
24 6,78 0,26 2,19 421
7,62 0,23 2,63 4,68
d.p. 0,62 0,04 0,35 0,41

Continue. . .
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Continuaciio da Tabela X
Ratos Protefnas Totais Pré-Albumins Albumina Globulinas
N° g/100 ml g/100 mi g/100 mi g/100 mi
Gcep
1 6,10 — 261 3.2
2 4,82 —_— 2,15 2,55
3 6,26 - 2,29 3,67
4 5,48 - 2,24 313
6 6,00 - 1,93 3,87
6 6,28 —_— 2,47 3,54
7 5,60 - 2,25 3,12
8 6,36 0,16 2,44 3,64
9 5,80 —_— 2,82 2,74
10 532 0,13 2,27 2,81
11 5,78 —— 2,39 3,07
12 5,40 —_— 2,35 2,89
13 5,54 —— 1,88 3,40
14 5,72 —_— 2,19 3,22
15 5,60 0,16 2.1 325
16 6,24 —_ 2,48 343
17 5,88 _— 2,48 31
18 6,40 _— 2,01 3,09
19 6,48 —— 2,81 324
20 4,08 —_— 1,60 2,3
7 5,10 —_— 2,57 2,35
n 5,92 —_— 2,32 345
23 6,14 —— 243 343
24 5,18 —_— 2,05 294
X 5,69 0,16 2,30 314
d.p. 0,55 0,02 0,29 0,40
X: Médis

d.p. : Desvio pedrlo
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Concentracio de Hormdnio Tireotréfico (TSH) no Soro dos Ratos do Grupo Controle (GC) e
do Grupo Carente Cronico Proteico (GCCP), Antes e Apbs o Estimulo pelo
Hormonio Liberador da Tireotrofina (TRH)

Ratos Antes TRH Apos TRH Diferenga

N° {ng TSH/mI) (ng TSH/m) {ng TSH/mI)
GC

1 114,00 1983,50 1 869,50

2 174,33 2 363,50 218917

3 413,73 2 795,00 2381,27

4 308,27 2198,67 1890,40

5 199,13 1 692,00 1492,87

6 287,53 1 950,00 166247

7 111,40 2 813,00 2701,60

8 314,27 2 550,00 223573

9 360,87 1 275,00 914,13

10 329,40 2172,00 1842,60

1 238,90 3071,67 283277

12 145,37 1 560,00 1414,63

13 158,17 2 646,67 2 488,50

14 136,43 1 881,33 1744,90

15 247,80 2875,33 2 627,53

16 250,40 2917,00 2 666,60

17 120,40 1 575,00 1 454,60

18 197,07 1 669,00 147193

19 216,13 202333 1 807,20

20 216,13 3 048,67 283254

21 211,37 1 318,00 1 106,63

22 326,80 1 872,00 1 645,20

23 108,53 1 676,67 1 568,14

24 226,33 2 066,33 1 830,00

226,63 2166,99 1984046

d.p. 86,63 666,38 549,82

Continue. . .
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Continuacgdo da Tabels X!
Ratos Antes TRH Apbos TRH Diferenca
NO {rg TSH/mI) {ng TSH/mi) {ng TSH/mI)
GCCP
1 154,80 2719,00 2 564,20
2 137,47 4 059,00 3921,53
3 314,27 4 563,83 4 249,56
4 100,73 3 565,67 346494
5 209,67 3138,83 2929,16
6 210,33 3 381,50 3171117
7 179,97 4 059,00 3879,03
8 206,77 3 910,00 370323
9 222,40 3.118,67 2 896,27
10 140,77 2079,00 1 338,23
1" 283,47 3 493,67 3210,20
12 236,00 3459,33 322333
13 171,57 5 285,33 5113,76
14 305,33 3 547,67 3242,34
15 175,27 3416,00 3 240,73
16 380,47 353367 3153,20
17 166,73 3410,83 3244,10
18 200,20 3188,33 3288,13
19 264,60 4 435,00 4170,40
20 139,00 4 421,33 4 282,33
4l 266,43 3 547,67 3281,24
22 356,47 3 540,33 328386
23 309,50 3 839,00 3529,50
24 302,60 3402,67 3100,07
X 226,45 364647 3420,02
d.p. 75,32 639,65 639,96
X: Madia

d.p. : Desvio padrio
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ABSTRACT

The purpose of the presant work was to eWluate the influences of a protein-defizient diet on rst TSK levels,
in basel conditions and after TRH administration.

Two groups of animals were studied, saeh one composad by 24 rets. One group was fed with a normal-protein
dist, with casein content. of 16% (control group), and the other was fed with a protein-deficient diet, with a casein
content of 3%.

The animals were kept in an air-conditioned room, with controlled temperature and ixmnd i0 naturel
davlight; the experiment lasted 30 days, during which time the animals received food and water “‘ad libitum”.

During the experiment the rats weight was periodicatlly controtied, and its variation analyzed.

At the end of the experience, the total serum protein, albumin, globulins and TSH concentrations were
measured. The latter concentration was determined before and after intracarotid administration of 10 micrograms of
synthetic for each animal, at a predetermined time, by a radioimmunoassay technique using a double sntibody
technique to separate free and antibody bound labelled TSH.

The data were statistically evaluated according to appropriate methods.

The animals that, ir the two groups studied had similar average initial weight, showed during the experimental
peviod different pattern of weight variation: the control had a weight increass whereas the protein-deficient group
showed a decrease (p <0,001).

The concentration of total serum proteins, and protein fractions analyzed, presented significantly lower vaiues
in the protein-deficient group, when compared to the control group { <0,001).

The basal lavel of ssrum TSH was not significantly different in the two groups studied. After TRH
sdministration, the control group had approximately a tenfold increase in its average basal TSH level, while the
protein-deficient group showed 8 seventeanfold increass signiticantly higher in the latter (p <0,001).

The presant work demonstrated an exaggerated TSH release in responss to TRH in tke proteindeficiem
snimals, though there was no evidence of an alteration of the basal levels.

Thess results were discussed on the basis of the existent literature related 10 climical and experimentat
melinutrition. The increased responsiveness to TRH in proteindeficient animals is probably related to the reduced
modulstion of pituitary TSH secretion by lower trilodothyr .nine levels due to deficiant extrathyroidel thyroxine
conversion,
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