ETSUKO IKEDA

SEPARACAO [E COMPOSTOS IODADOS DA BILE E DO CONTEUDO

INTESTINAL DO RATO POR FILTRACAO EM GEL DE SEPHADEX

Prof. Dr. Wilian Nicolau

Orientador

AN

L N A+
NTEEe

Tese apresentada 3 Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo para a obtencao do titulo de

"mestre em ciéncias"

- 1970 -



AGRADECIMENTOS

Prof. Dr. Wilian Nicolau

Orientador

Prof. Dr. Metry Bacila

Coordenador

Prof. Dr. Romulo Ribeiro Pieroni

Diretor do Instituto de Energia AtOmica

Prof. Dr. Licio Marques de Assis
Livre Docente da Faculdade de Medicina da USP

Chefe de Pesquisa da Divisao de Radiobiologia do IEA

Erniko Muramoto

Farmacéutica Bioquimica

e a todos que direta ou indiretamente colaboraram

0 meu agradecimento



INDICE

capITUIO I

INTK)DUCKO 8 90 00® 050600 ¢800C00830 eCE000E68E0IELESCEECRRLICEIOIEESIOITTOETDN

CAPITUIO II
HISTORICO «ococeosscecassccsscaccannsnsosssssssnsnnassssasnas
1. Metabolizac@o dos hormonios tireoidianos .eeeeeececessseces
1.1. CONJUJACAO .eececssossesnssssssssascnsscsssnancssane
1.1.1. Conjugacdo hepatiCa ceeeececcescccasscsanans
1.1.2. Outros locais de conjugacao da Ty eoeenvonens
1.2, DegradaCl0 +.ecevesecccsocsssscesanscssaasacscnanses
2. Circulagao enterchepatiCa .cceseeccncsscscsssssssssesccnss
3. Métodos utilizados para a separacao dos aminoacidos iodados

PmPOSI'ID DO TRABALHO ® 2060808006 ES200EE0PEPIsCEEOA0NISIESIBSAETPTS

CAPTTULO III

1. Material biolOGiCO ccccveeccrosscessansssssssosssssssscacs
l.1. Coleta da bile .ciceecevaccscccsescoscccnsaccacsssas
1.2. Coleta do contelido intestinal ...cceesceeescscvesTaes

1.3. Tratamento do material bioldgiCO .eeveevecsvesscccss

pagina

o ~N v v v

16
19

21
21
22
22
23



2. Metodos analitiCOS cecseocosececssssssscsecscccsascssscas
2.1. Gel filtracao da bile em SephadeX .oecoceccscccescss
2.1.1. Preparo do gel de SephadeX .:.ccceecvcacecs

2.1.2. Gel filtracao em Sephadex G 25 M ....cceeee

2.2. Tratamento das fragoes cbtidas na gel filtracao em
SephadeX cccoscessssccos

2.3. Cromatografia em papel ..coccececccecsocssssssssvsse

2.4. Hidrdlise enzimatica dos compostos iodados biliares

efecais 92 0000 60 O 8 ¢ OO O 0 008 00000 e 6660 S WSSOt SN OSSR
3. Reativos € solventeS .cccceccecssssecnsssssassssncssssss .
capITUIO IV
RESULTAmS OOOOOOOOOOOOOOO O ® 0O 80000 eSS SO © 8 0 0 @00 0 0" 0 *® o 9080 B0 0
l. Estlﬂodabile © ® 0 008 O © 00 © 0D OO0 ® &S & e OO eSO OO S *® 9 008 0050 BN

1.1. Separacao em gel de Sephadex dos camponentes iodados
da bile ..cescccanccecsccns secscececanacse sesssncccne

1.2. Comportamento e identificagao, por cromatografia em
papel, dos compostos iodados biliares obtidos por
filtracao em gel de Sephadex

1.3. Gel filtracdo dos extratos butanblicos biliares ....
1.4. Gel filtragdo dos hidrolisados enzimaticos dos com
postos iodados biliares ...ceccce00 vooscecsases cane

1.5. Alteragao porcentual das fragoes biliares frente a
uma sobrecarga exdgena de T4 estavel c.cccccccsense

2. Gel filtracdo dos extratos butanGlicos dos contelidos intes

. g
tlnals 2020090000000 0CEO0BHLOO0DOE 0D eeO0OBeESEOOO0DO0D0E soceeses 00000

pagina

24
24
24

25

26
27

29
31

33
33

33

34

35

37

38

39



caPITULO V

DISCUSSgo ® 0860080000008 SLRSB008EINEODRSOOEEEIEIIONESTSEISIISOENIOOENSDOIS

1.
2I
3.

6.

Quanto & metOdOlOTia cecescecsccsssososssassscasssnsnsses
Quanto d decomposicao do material na coluna de Sephadex ..
Composigdo da bile ......... cetescacsessenenns
Alteracao porcentual das fragoes biliares frente a uma so
brecargae:«')genadeT4 E€StAVEL sieiierssnscncassecescasns
Gel filtragao em Sephadex do conteido intestinal do reto .

Coleta do material diretamente do intestino delgado ......

CAPITULO VI

mUSGES © 0B 000008000000 0000006000C0CIRCEECECEEICENOCOEEOIOOENISIOIOPTOETD

S[mo © 0030806060000 6080CSE00CEESNOEEGEE0600E6EEEISIBSOESEAIAOSIIOCEESIIEOGETDIYS

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ceveecccscocsssscacescassccassssss

pagina

59
59
61
61

63

63
63

65

67

68




capITULO I

INTRODUCAO

A tiredide & uma glandula de secregac interna,alte-
mente especializada na sua estrutura e fungao, que estd integrada pars
fornecer suprimento estavel de dois produtos metabOlicamente ativos. a
tiroxina (T,) e a triiodotironina (T,), que sao os hormdnios tireoidia

nos. fles s3o formados, essencialmente, de um aminoacido, a L~tironina

Traballho reaiizado na Divisdo de Radiobiologia do Instifubo de Energia
At8mica de S80 Paulo,
dvreviaturas ¢ A4 = dlgool amflico tercidrio saturado cow WH OH 2 W ,
n~-B3hchcsH G = n-bubanols deido acdticesdgue %4:135), o
Bshn =nebutancl satursdo com NH OH 2 ¥, colsH U(NH OH} = colidinasdgna (100235) em ambients de
NH4GH DIT = LliOdOl%I’OS".Zla, mwa nolzardnia « Qc) m; de Aleool metflico + 1 ml de NH OE 2 N, WIT =ng

i 131 )
nomountlroalna, Na I, iodeto de sddio marcado com I, 3ephadex - Sephadex G 25 M, TRIS

o820 de

srise(hidrozizetil)aninometans 6,05 ¥ oem HOLl, pH 7,4, T « difodotironina
125 2

125 1§1 3
tetraiodotironina ou tiroxina, T = I = %irozina warcada com I, T I « tirozing marcada oom
131 4 4

Ia

= trifodoteineates, T

AL e &XH U8 o estas fleckas indicem o5 n@iﬁeis, nos quais o tampgo de
4

TRIS=HCL foi subsbituido por AL s NH (H 2 N, respecilvamenie,
4



e de atamos de iddo. O aminoadcido nao fazendo parte daquéles essen
ciais e nao havendo, até hoje, descricado de impedimentos metabdlicos na
sua sintese pelo organismo, existe sempre em quantidade suficiente para
a tiredide, o que na@o ocorre com o iGdo. Este existe em quantidades va
riadveis, dependendo de sua ingestdo e absorcdo, distribuicdo comparti

mental e depuracdo através de alguns Orgaocs e excregao.

Além do i6do e do aminodcido, que constituem a maté
ria prima para a elaboracao do hormdnio, € necessario todo um sistema
enzimatico de que & possuidora a cé€lula tireoidiana, para que a sinte
se se processe. A falta de uma dessas enzimas leva & nao producao dos

hormonios.

O i0do penetra no organismo através da mucosa gas
trintestinal. Sao, eventualmente, vias acessOrias de absorgao, a pele
e o alvéolo pulmonar. No tubo gastrintestinal, quase todas as formas
de compostos iodados sao primeiramente reduzidas a iodeto e,. nesta for
ma, absorvidas. A absorcao do iodeto & rapida, praticamente total e as
quantidades eliminadas nas fazes sao despreziveis. A forma pela qual
circula o halogénio absorvido & a de iodeto e & chamado iddo pre“~tirei-
diano, isto &, aguéle que ainda ndo sofreu os processos de metaboliza
cao nos foliculos tireoidianos. A tiredide retira o iodeto da circula
cao e o acumula por um mecanismo enzimatico ativo, em nada comparavel
com a difusao passiva através de membranas. No mesmo espaco de tempo,
o rim também retira da circulagdo parte do iodeto. Outros tecidos tam
bém depuram iodeto da circulagao, ativamente, mas nenhum désses proces
sos tém significancia fisioldgica ja que , em Gltima andlise, &les pare

cem nao organificar o iodeto.



A proteina precursora da tireoglobulina @ formada
no citoplasma e deve ser iodada durante ou apds a sua sintese, o que pro

vavelmente se da na interfase cé€lula-coldoide do foliculo.

Ao que tudo indica, € na mitocOndria que o iodeto
se transforma em uma forma mais reativa, pela perda de eléctrons e &
onde se encontram sistemas enzimaticos completos capazes de conduzir a
reacao: a iodeto-peroxidase, que seria responsavel pela reacao de ioda
cao através da formacao de um intermedidrio iodado de natureza desconhe
cida e a tirosina-iodase que seria necessiria para a reagao do composto

hipotetico e a tirosina.

A formagao de T; e T, da-se pelo acoplamento  de
dois residuos iodotirosinicos com a perda de um radical alifatico e for
macao de um grupamento difenil éter iodado. A existéncia dos  grupos
tirosinicos distantes uns dos outros faz supor que a tireoglobulina ad
quira uma forma espiralada com a aproximacao daquéles residuos. Desta

forma o acoplamento déstes grupamentos torna-se-ia possivel.

A tireoglobulina, forma de armazenamento de T3 eT 47
deve, quando o organismo necessita, ser hidrolisada para lancar os hor
monios em circulac@o. Esta protedlise deve-se dar no citoplasma da c@
lula tireoidiana. Uma vez proteolisada, a tirecglobulina da origem a
dois aminodcidos hormonais, T, e T, e dois residuais sem agdo metabdli
ca, MIT e DIT.

AT, eT, sao lancadas na circulacao, provavelmente,

através de sistemas de transportes especificos o mesmo ndo acontecendo



com a MIT e DIT que, sendo residuos portadores de i0do, devem ser desa

logenados num mecanismo Gtil de poupanga de iddo.

Os Unicos produtos de secregao conhecidos sao as ti
roninas iodadas, que circulam no plasma ligadas a varias proteinas. A
principal proteina carregadora de ‘I‘3 eT 4 € uma globulina que foi deno—
minada TBG . Uma pequena fracao hormonal permanece livre em  circula

cao.

A concentracao das fragoes livre e ligada éegue a
lei da ag@o das massas. A fragdo livre que penetra na célula liga-se,
provavelmente, as proteinas intracelulares e & liberada, paulatinamente,
para a degradagdo. Entre os varios padroes de degradacao o mais aceito
€ o da desalogenagdo total e simultinea de T, e T, concomitantemente a
sua agao metabolica. Liberado dessa maneira, o iodeto livre difunde-se

para o espago extracelular de onde € novamente retido pela tiredide ou

& excretado pelo rim seguindo as mesmas vias de iodeto recém ingerido.

Parte dos hormdnios circulantes & excretada pela bi
le sob diversas formas de conjugagdo e de degradagdo. Uma vez no lamem
intestinal esses campostos podem ser metabolizados de diversas maneiras,
e serem reabsorvidos, estabelecendo-se ent3o uma circulagio enterchepati

ca.

* "Thyroxine binding globulin®



capITUuIO IT

HISTORICO

1. Metabolizacao dos hormdnios tirecidianos

1.1. Conjugacao
1.1.1. Conjugacao hepatica

Kendall (31) em 1919 demonstrou que o cao injetado in
travenosamente com 200 mg de T 4 eliminava na bile iddo organico. Essa
foi a primeira demonstracao da importancia do figado na excregao da T o

fato confirmado por outros autores. (32, 3, 33, 4).

Krayer (32) em 1928, Asimoff e col. (3) em 193]1,leland
e col. (33} em 1932, Barnes e col. (4) em 1933 por meio de técnicas di
ferentes, relataram em seus trabalhos que a T 4 era excretada, na bile ,

sem sofrer modificagoes.

Clayton e col, (14) em 1950 evidenciaram que na bile
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de gato apds administracao de T 4~ I, o montante da radioatividade ex

cretada se dividia igualmente em T 4 © iodeto.

Devido aos métodos empregados nao foi possivel detec
tar na bile os compostos relacionados com a metabolizacao da T 4. Coma
introducdo de métodos mais sensiveis de separacdo e detecgao Taurog e
col. (62) em 1951, administrando L-T 4-—1311 de alta atividade especifi
ca, em ratos, estudaram por cromatografia em papel, os compostos elimi
nados na bile, tendo evidenciado um composto que continha a maior por
¢30 da radioatividade total (camwposto U), alémda T A iodeto e um outro

metabolito desconhecido.

Os mesmos autores (63) em 1952 estudaram a natureza
quimica do composto U. Apds a injecao em ratos da L—T4~1311 e cramato
grafia em papel da bile, separaram o referido composto e o submeteram a
varios tipos de hidrdlise. Ele n3o se mostrou hidrolisavel pelas enzi
mas tipo tripsina, carboxipeptidase, quimotripsina, extrato pancreatico
e nem se alterava quando colocado em contacto com a mucosa intestinal .
Entretanto, ésse composto era facilmente hidrolisavel pelo Ba (OH) ,, . 8H,0,
pelo contelido do intestino grosso e delgado do rato, bem como pela B -
glucurcnidase em 30' em pH 7,0. A partir désses experimentos conclui
ram que o composto U seria um glucuronidato de T 4° Bsse camposto  que
era excretado pela bile, nao se encontrava nas fezes dos referidos ani

mais.

Taurog (60) em 1953 realizou estudo mais pormenoriza
do da conjugagao e excregao da T,, tendo obtido os mesmos resultados de

sua publicacao anterior (63), sugerindo que o composto U seria hidroli



sado durante sua passagem 'pelo tubo gastrintestinal do rato. A hidro
lise do referido composto, pela B-glucuronidase esplénica, era  comple
tamente inibida pelo sacarato acido de potassio 107w, a partir destas
observactes o autor concluiu que o composto U era um glucuronidato de T,

que seria uma das formas de metabolizacao hepatica do hormdnio.

Os trabalhos de Lloyd e col. (38) nao sao concordes
com os achados de Taurog, quanto & natureza quimica do composto U. Aqué
les autores, trabaihando com bile de rato, que havia recebido T, radioa
tiva, isolaram cromatograficamente um conjugado, ‘que apds hidrdlise pe
la B-glucuronidase dava como produto final a 3,3° ,5—T3. A  hipdtese
de que éste composto fosse um artefato de técnica proveniente da desalo
genagao, ocorrida durante o tratamento quimico, foi abandonada, visto
que nas experiéncias contrdles nao se obteve 3,3° »5-T durante a hidrd
lise da T 4°

Outra forma de metabolizacdo dos hormdnios tireoidia
nos seria a sua sulfooonjugacao que foi estudada por Roche e col. (48) ,

em ratos tireoidectomizados, usando como tracadores, a 3,3' ,5—'1‘3(1311)

35
g ¢

e Nazso

éster sulfirico de T, (éste também encontrado no plasma) (52) e um meta

S). Separaram e identificaram, na bile, sulfatos de T3,

bolito desconhecido.

1.1.2. Outros locais de conjugagao da Tj.

A conjugacao da T, e/ou T, com acido glucurdnico pelo

4
mecanismo microssamal requer dcido glucurdnico uridina difosfato (UDPGA)

presente nas células hepaticas.



A constatagao de conjugados hormonais circulantes, na
auséncia do tecido hepatico, permite postular a existéncia de um siste-
ma enzimdtico especifico para a glucurono-conjugagao em outros tecidos.
Flock (18) em 1955 estudou o metabolismo da T, e da T, em ratos evisce-
rados. A veia cava era cirurgicamente ligada abaixo dos rins,sendo que
una circulagao colateral adequada era estabelecida. Foram removidos o
figado, estOmago, intestinos, pancreas e baco. No animal assim prepara
do, foi verificada a existéncia de conjugados hormonais no plasma,na uri
na, e nos tecidos restantes. A atividade biolégj.ca désses conjugados e

a importancia fisioldgica da conjugacao da T 4 é desconhecida.

Sequndo Flock e col. (19) o figado ndo é essencial pa
ra a sulfoconjugagao dos hormbnios tireoidianos, nem para a parcial de

siodacao da T3, que ocorre durante a formacao da 3,3’ ,5-T2, porque  am
bos sao facilmente sintetisados pelo cao hepatectomizado. Foi verifica
do que no cao normal a quantidade de glucurono-conjugado € maior que a
de sulfoconjugado, enquanto que no cao hepatectomizado, ambos sao excre

tados em igual quantidade.
1.2. Degradacgao

Além da glucurcnizagao e sulfatagao da T, outras vias de meta
bolizacao foram descritas. Assim, apds a administracao da T, e/ou T A
"in vivo", verificou-se que a bile continha derivados parcialmente de
siodados ou desaminados dos hormonios tireoidianos, tanto na forma 1i

vre quanto na conjugada.

Roche e col. realizaram estudo bastante completo sGbre os me



tabolitos dos hormonios tireoidianos excretados na bile. Verificaram ,
preliminarmente que, na bile de ratos tireoidectomizados, a 3,3' ,5-'1‘3

era eliminada sob a forma conjugada (53). Posteriormente, analisando a
urina e a bile de ratos normais, os referidos autores encontraram os se

guintes metabdlitos:

a) na bile, o acido 3,3' ,5-triiodotireopiruvico derivado da
3,3', 5—'1‘3 e na urina o acido .. 3,3!,5,5"-tetraiodotireo
' piruvico derivado da T 4e A possibilidaée da existéncia de ambos, tanto

na urina, quanto na bile nao foi excluida (55);

b) o acido 3,3', 5-triiodotirecacético encontrado na bile,
sendo que o mesmo poderia ser um metabdlito da T3 que se

formaria nas c@lulas hepaticas (40).

A desalogenacao acoplada d sulfatacao da T 4+ Como outra via
de netabolizagao hepatica, foi também estudada por ésses autores (49) .
Assim, apds administracdo da T, e Na,SO, radioativos, a bile de ratos
continha um derivado sulfatado e desalogenado da T a4’ identificado como
sendo o sulfato de T3 radioativo. Foi postulado para éste cdnpostp um

papel importante, tanto na transferéncia quanto na reserva de T3.

Flock e col. (20) em 1963 administrando T 4 radioativa em ratos,
mostraram uma desalogenagao mais completa déste composto. Assim verifi
caram a existéncia, na bile, de sulfo e glucurcno-conjugados de T, e de

2

T3.

Para comprovar que os diversos compostos excretados na bile,
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derivados da T a4’ eram produtos do metabolismo normal do hormonio, Roche

e col. (51) administraram Naj'31

I em ratos, para estudar o metabolismo &s
tes compostos enddgenamente formados, ja que nas experiéncias  anterio
res, foram utilizadas T, e T, exOgenas. Assim, os hormonios  circulan
tes e seus metabOlitos seriam provenientes do proprio animal em experi
éncia. Por éste procedimento confirmaram que a sulfo e a glucurono-con
jugacao da T, e da T, eram vias normais do metabolismo dos hormonios,sen
do os mesmos encontrados na bile. Analisando o plasma, a urina e a bi

le dos animais, os autores evidenciaram tambeém, pela mesma técnica, de

rivados acéticos dos hormonios tireoidianos (50).

A 3,3', 5-triiodotirecamina foi também encontrada no intesti
no do rato (47) apds a administracio de dose fisioldgica de 3,3', 5-Ts,
demonstrando-se que os hormonios tireoidianos podem ser descarboxilados
"in vivo". Como esta descarboxilacao & via normal de degradagao  dos
aminoacidos pelas bactérias intestinais, & provavel que o referido com
posto, ausente na bile, seja formado no intestino, a partir dos hormo

nios livres ouconjugados. Foi postulado que éste composto seria um de

rivado do éster sulfirico de T, pela agdo da aril-sulfatase bacteriana.

A DIT também foi encontrada na bile de ratos e de individuos
normais, apds administracao de T4-l3lI (9). Wynn e col. (64) estudando
os produtos de degradagac da T 4 "in vitro" pelos microssomas de figado

de rato evidenciaram a DIT na fracao da bile solavel em butanol.

Um esquema simplificado e resumido de algumas etapas metaboli

cas dos hormonios tireoidianos & apresentado na Figura 1.
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2. Circulacao enterchepatica

Parece estar bem estabelecida a existéncia de um ciclo enterchepati
co para a T,. Esta parece ser eliminada por via biliar,primordialmente,
sob a forma conjugada e sofreria uma hidrOlise enzimatica no limen intes

tinal, sendo reabsorvida sob a forma livre.

Calculos baseados na velocidade de excregao dos hormdnios tireoidia
nos enddgenos pela bile e na velocidade de liberacdo do hormonio pela
glandula tiredide, indicam que uma significante fracao do hormonio é
excretada por via biliar, possivelmente 50%. Assim, se toda a T 4 fosse
subseglientemente eliminada nas fezes, a tiredide deveria secretar quase
o ddbro da quantidade de hormonio normalmente necessaria, para  suprir
as necessidades metabolicas dos tecidos. Portanto considera-se que uma
parte do hormdnio excretado na bile seja posteriormente reabsorvida no

intestino.

Albert e col. (1), administrando T 4 @ ratos, demonstraram que a ra
dicatividade fecal excretada era menor que a biliar. Pelo calculo das
diferencas de radioatividade biliar e fecal concluiram que a circulagac
enterchepatica era de consideravel magnitude. A parte de uma certa va
riabilidade nas proporgces reabsorvidas pelo intestino, éstes resulta-

dos foram confirmados pela maioria dos autores.

Diversas tentativas tém sido realizadas para o estudo da  absorgao
intestinal dos hormonios tireoidiancs diretamente, "in vivo" e "in  vi

tro",

Evidéncias de que a TyeaT, sao absorvidas "in vivo" sao deriva
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das das respostas terapéuticas. Estas foram obtidas pela administracao
déstes hormonios a individuos hipotireoidianos por via oral. O estudo
dessa absorcao utilizando preparacoes "in vitro" foi realizado por Al
bert e col. (2) com T 4 radioativa. Nessas experiéncias constataramque
20% do hormdnio eram absorvidos pelo intestino delgado e 25% pelo gros

SO.

De acdrdo com Chung e col. (11) a absorgao da T, pelas alcas intes

tinais do Ileo & maior que pelas do duodeno e jejuno.

Cottle e col. (16) verificaram que tanto a forma levogira como a dex

trogira de T 4 exam igualmente absorvidas pelo intestino do rato.

Experimentalmente pode-se avaliar as diferencas de absorcao intesti
nal entre a T, livre e conjugada, reproduzindo-se condigoes as mais prd

ximas possiveis das fisioldgicas.

Estas diferencas podem ser aguilatadas pelos dados fornecidos pelos
trabalhos de Briggs e col. (10). Bstes autores, infundindo bile de ra
to que tinha recebido T 4 radiocativa (que portanto deveria ter grande
quantidade de Ty conjugada) no duodeno de outro rato, verificaram que a
absorgao era menor (25 a 35%) comparativamente aos resultados obtidos
qguando infundiam T 4 radioativa misturada com bile nao radiocativa (41 a
68%). Verificaram também que o conjugado de T 4 radioativa eluido, apds
a sua separagao cz':'omatogréfica da bile, quando adicionado a bile nao

radiocativa apresentava uma absorgao menor (24 a 40%) que a T 4 livre.

Chung e col. (12) estudaram a bsorcao da T 4 pelo ileo e colon de ra
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tos "in vivo", na presenca de varidveis fisiologicas tais como : concen
tracao de Ty, dieta e flora intestinal. Em uma hora, menos de 40% da
dose de T 4 foram absorvidas pelas alcas do intestino quando estas eram
préviamente lavadas, independentemente da dose administrada. Comparati
vamente, a absorcao era ma.ior no rato mantido em jejum e livre de ger
mes intestinais que naquéles alimentados e intactos. Este trabalho e
aquéles de Cottle (16) e Herz (28) sugerem que o mecanismo de transpor
te da T, do limen intestinal poderia envolver uma difus3o passiva  de

uma forma livre de T, presente no 1tmem intestinal.

Pelas diferencas de absorcao da T 4 Pelas alcas intestinais intactas
e pelas algas intestinais isentas de germes pdde-se concluir que as pro
teinas enddgenas plasmiticas sao continuamente transportadas para o 1
mem do trato gastrintestinal a estas proteinas juntamente com os  resi
duos alimentares insolGveis e a flora intestinal, limitariam a absorgao
daT 4 Foi sugerido que a T 4 livre, no limem intestinal, seria a fra

¢ao primiria disponivel para a absorcao.

0 actmulo de radicatividade pelo figado é geralmente observado nas

131, exogena mesmo quando esta é

‘experiéncias em que se utiliza T A~
administrada em dose pequena. Em contraste, o figado ndo concentra hor
monio enddgeno, pelo menos no rato (27). E questiondvel se as observa
coes feitas com o hormdnio exdgeno, particularmente em relacao ao meta-
bolismo no figado, refletiria o destino normal do hormdnio endégeno.Teg
tativas para se confirmar a excregao biliar e fecal do horménic tireoi
diano marcado endogenamente em ratos, conduziram a resultados discordan
tes quanto a reabsorcao intestinal. Sequndo Myant (43), 30% da T 4
liar eram reabsorvidos, enquanto que Cottle nao encontrou reabsorgao

bi
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intestinal do hormonio (15).

Uma tentativa para esclarecer éste problema foi realizada por Gal

125

ton e col. (23). Os referidos autores administrando I de atividade

especifica conhecida na dieta de ratos estabeleceram o equilibrio isotd
12 SI /1311)

nas fezes, para a determinagio da quantidade absoluta do hormonio. Pe

pico ( . O iddo organico (ug/24 horas) foi dosado na bile e
los resultados verificaram que a quantidade de hormonio excretada nas
fezes era maior que na bile, contrariando o concgito corrente da reab
sorgao intestinal. Entretanto as diferengas de técnica empregada em
relacao aos trabalhos anteriores, poderiam explicai' estas discrepancias.
Segundo éstes autores parece que a reabsorcao intestinal da T 4 endogena
nao ocorre no rato, e é compativel com a auséncia de um sistema ativo
de transporte para &ste hormonio através da parede intestinal (28).Exis
tindo, ainda a possibilidade de que haja alguma transferéncia de T 4pla_s_

matica para © intestino.

Considera-se que sCmente a T, livre do sGro & utilizada pelos teci
dos. Assim, a velocidade de remocao da mesma pelo figado, deveria es
tar relacionada com a concentracao de hormonios livre circulante. Foi
verificado que a administracao do hormonio exdgeno aumentava a quantida
dede T 4 excretada na bile (41, 42). A administracao de salicilato de
sodio ou butil-4-hidroxi-3,5-diiodobenzoato, também aumentava a quanti-
aade de T 4 excretada na bile, pelo deslocamento da mesma dos locais de
ligacao nas proteinas plasmaticas. Flock (21) administrando salicilato
de s&dio, antes da injecao de T, radioativa, em ratos com fistula  bi
liar, verificaram que a maior parte da radicatividade na bile estava sob

a forma de glucuronidato de T 4
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A avaliagao do grau de absorcio € dificultada quando sao administra
das doses tragadoras do hormonio. A absorcao da radicatividade pode,
meramente, refletir uma troca isotOpica entre a Ty radiocativa adminis
trada exOgenamente, e a enddgena, ou uma transferéncia de iodeto radioa

tivo.

Embora a T, livre seja absorvida mais rapidamente que a forma corju
gada (10) os resultados obtidos nos estudos do transporte dos andlogos
da T 4 pelos intestinos invertidos de ratos (28), mostraram que a passa-
gem efetiva do hormonio atraves da parede intestinal era dependente da
formacao de glucuronidato dentro da parede interna do intestino inverti
do. A absorgao parece ser dependente da concentragao de hormdonio livre
em ambos os lados da parede. Nas condigOes normais, a concentracao de
horménio enddgeno no intestino seria insuficiente para promover um sig
nificante gradiente de concentracao e, assim, toda a T 4 biliar seriaeli
minada nas fezes. Entretanto, quando a concentracao de hormonio no in
testino & auentada, pela introducao de T 4 exogena no limem,diretaments,

ou através da bile, uma consideravel absorcao de T A poderia ocorrer.

3. Métodos utilizados para a separacao dos aminodcidos iodados.

Em todos os trabalhos citados, com excecdo daquéles realizados por
Flock e col. (19, 20), que utilizaram coluna de silica gel e os de Purth
e col. (22), que estudaram uma fracao da bile em colunas de DEAE-celulo

se e Sephadex, a metodologia empregada foi a da cromatrografia em papel.

A boa especificidade désse procedimento & indiscutivel, para a iden

tificac@o dos compostos iodados em andlise. Falha, porém, essa metodo
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logia no tocante as quantidades de substancias a serem separadas, o que
limita sua aplicacdo a materiais bioldgicos tais como, fezes e bile,vis
to que a quantidade de "impurezas" como pigmentos e lipideos & bastante

significante,

A cramatografia em coluna, utilizando meios suportes como resinas tro
cadoras de Ions, DEAE-celulose,amido,celulose, tem sido largamente apli
cada a materiais bioldgicos, como soro, plasma, urina e hidrolisado de
tiredide, como tanbém para a purificacao e verificacao da homogeneidade

da tireoglobulina.

A separacdo dos aminoacidos iodados de hidrolisado de tiredide (de
diferentes animais) foi realizada em diversos tipos de fase estaciona -
ria. Assim, a silica gel foi utilizada por Gross e col. (25); o amido

por Dobyns e col. (17) e a celulose por Rosenberg (57).

Blanquet e col. (5) sugeriram pela primeira vez a utilizacao de resi
na de troca idnica (Dowex 1 e 2) para a separagao dos aminodcidos ioda
dos do sbro. Essa metodologia com algumas modificacOes tem sido  apli
cada para diversos materiais biologicos. Assim, Lissitzky e ool.( 37 )
utilizaramna para a andlise do hidrolisado de tiredide de rato; Roche
e col. (54) para a tireoglobulina de porco e Galton e col. (24) para a
tiredide de camundongo. A resina Dowex 50 X 2 associada a Dowex 1x2
foi utilizada por Blanquet e col. (6) para a separagdo dos aminoacidos
iodados do plasma e a Dowex 50 W por Block e col. (8) para o fracionamen

to das proteinas tireoidianas digeridas.

A homogeneidade da tireoglobulina de animais tem sido analisada em
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DEAE-celulose por varios autores: Peterson e col. (56), Ingbar e col.
(50), Shulman e col. (58), Roche e col.(56), Spiro (59) e Robbins
(46) . Em tOdas as anilises a recuperagao do material colocado na colu

na de DEAE-celulose era muito baixa.

Desde 1962 o gel de Sephadex vem sendo amplamente utilizado pare «

separacao dos compostos iodados de diversos materiais bioldgicos.

Lissitzky e col. (36) mostraram que a filtracao em gel de Sephadex
G 25 M possibilitava a separacao de MIT, DIT e iodeto das tironinas io
dadas livres. O método foi aplicado para determinagao quantitativa da
distribuicdo da radioatividade nos compostos iodados do sdro de pacien
tes apos dose de Nal3l1. a metodologia foi também aplicada no hidroli
sado de tiredide de rato. O sdro "in natura" foi filtrado em Sephadex.
A T, ligada as proteinas, o iodeto, a MIT e a DIT (eluidas nesta seqtién
cia) eram separadas das tironinas iodadas livres, que ficavam retidas
no gel. Estas eram posteriormente eluidas com AA. O método apresenta
va boa reprodutibilidade. Este método foi modificado pelos autores (35)
para a separagao das tironinas iodadas das ligagOes com as proteinas.As
sim, introduziram na metodologia a digest@o enzimdtica prévia do  sdro
com papaina. A T3 e/ou T 40 due se liberavam, ficavam retidas na coluna
e eram eluidas conjuntamente cam AA e separadas posteriormente por cro

matografia em papel.

Investigacoes das funcOes da glandula tiredide pela determinacao

da relagao entre a T, livre e ligada as proteinas do sdro (45).

Liewendahl e col. (34) separaram o iodeto livre da T 4—]‘311, sendo o
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método aplicado como etapa acessOria para a determinacao da iodemia pro

teica.

Clark e col. (13) verificaram que alquns fatores fisico-quimicos (éo
tireoidianos) influenciavam a dissociacao da T 4 radiocativa do séro, du
rante a gel filtracao. Esses fatores eram importantes, quando a metodo

logia era utilizada para a avalizacdo da funcdo da tiredide.

Hocman (29) realizou uma andlise critica sdbre a separagio da T g 1
vre e ligada &s protelnas. Verificou-se que a T, era degradada esponta
neamente em iodeto, como também apresentava pequena adsorcdo irreversi
vel no gel. A forma e o tamanho da coluna influenciavam a proporgao re

lativa dos compostos separados.

Determinagao de hormonios livres no sOro mesmo na presenga de con

trastes radioldgicos iodados (7).

Makowetz e col. (39) realizaram a separacao e a determinacdo  dos
hormonios tireoidianos, na ordem de nanograma, baseados nas proprieda
des do Sephadex. Utilizaram Sephadex G 25 fino com a separagao de T3da

T, em uma sO etapa.

PROPOSITO DO TRABALHO

O estudo da bile e do conteGdo intestinal em compos

tos iodados sempre foi, grandemente, prejudicado pela falta de uma boa
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técnica de separacao e quantificacao, visto que, nas analises cromato
graficas em papel, apenas pequenas quantidades déstes materiais podiam
ser analisados. Era fator agravante a baixa atividade radiocativa recu
perada nos extratos a serem analisados principalmente quando se  traba

lhava com fezes.

A utilizacdo do gel de Sephadex na separagao dos aum
postos iodados séricos por Lissitzky e col. (36) nos levou a testar a
capacidade separadora do mesmo material para os produtos biliares e con
tetdo intestinal, visando a possibilidade de se poder trabalhar com ma
ior quantidade de produtos bioldgicos e identificar com maior precisao
os seus componentes iodados, bem como verificar alguns dados sObre O me

tabolismo enterohepatico da T 4 radioativa.

Portanto, éste trabalho em resumo se propoe a :

1. Estudo da separagao dos compostos iodados fe
cais e biliares por filtragao em gel de Sepha

dex.

2. Ppresentacao de alguns dados do metabolismo he
pato-intestinal de T 4 DO rato, obtidos cam a

aplicacao desta técnica de separagao.



21

capiTUIO TIII

MATERIAIS E METODOS

1. Material bioldgico

Foram utilizados ratos adultos, normais, da raca Wistar, mantidos

no biotério do Instituto de Fnergia Atdmica, sob dieta normal, com péso

médio de 250 a 300 gramas.

AT 4 radioativa foi administrada ao rato, por via intraperitonial ,

sendo que a absorcao da mesma, segundo Hall e col., seria de 64,6%(26).

Os animais utilizados foram divididos em trés grupos :

al

by

grupo de 4 ratos, cada um dos quais recebeu uma dose Unica de

125

70 uCi de T 4~ I, com atividade especifica de 55 uCi/ug} de T 4

grupo de 2 ratos, cada um dos quais recebeu 70uCi de T4—1251',apo“'s

adicao de 400 ug de T 47 O que reduziu enormemente a  atividade -
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especifica do produto administrado (0,137 uCi/ug).

c) um terceiro grupo de 2 ratos, cada um dos quais recebeu uma dose
tnica de 30 uCi de T 4—1251, apds a percolacao em resina aninica

forte . (Amberlite IRA 400) sob a forma de cloreto para a eliminacao do
iodeto livre. A T4—125I foi a seguir eluida com sbro humano ncrmal.For
tanto, a T, radiocativa foi injetada neste Qltimo grupo em  associagao

com sOro humano.
1.1. Coleta da bile

A coleta da bile foi feita, nos ratos,por cateterizacao do co
1édoco, com tubo de polietileno de 0,5 mm de didmetro interno, sob anes
tesia com pentobarbital sddico (0,2 a 0,3 ml) intraperitonial. A canu
la foi inserida no duto biliar, o mais proximo possivel do figado, como
foi sugerido por Taurog (60), para ndo haver dilui¢ao da bile com o su

co pancreatico.

A maioria dos animais foi canulada antes da administragao do
material radicativo e, imediatamente, foi iniciada a coleta da bile. Em
alquns animais, procedeu-se a canulacao 24 horas apds a dose de T g T2
dicativa. Obteve-se, assim, uma bile precoce e outra tardia. Em tddas
as experiéncias foi realizada, em média, uma coleta continua da bile,
de 10 horas, sendo os animais mantidos anestesiados, administrando - se

cada 4 horas, 0,2 ml de pentobarbital sddico.

1.2. Ooleta do conteltdo intestinal
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Para a coleta do contetdo do intestino delgado e grosso,foram
‘utilizados ratos nos quais nao houve canulacgao biliar. Os ratos foram
sacrificados 24 horas apds a administragao da T, radioativa. Afim de
evitar a mistura do contelido das diversas porgoes intestinais, pela ma
nipulacao, elas fora.:n préviamente amarradas. Cada porcao foi secciona
da e cuidadosamente lavada com solucao fisiolSgica para a retirada das

possiveis contaminagGes com sangue. O contelido intestinal de cada por

cao foi obtido por lavagem.

No presente trabalho foram utilizados o duodeno, o Ileo e ¢

reto.
1.3. Tratamento do material bioldgico

Unm volume adecquado de bile foi acidificado com H2804 a pH
1,0. Foram feitas 4 extracoes sucessivas, com igual volume de n-buta-
nol, acertando-se o pH, apds cada extracao. Os extratos foram reunidos
e o pH foi elevado entre 9 e 10 com NaOH 10%, para que nao houvesse de
siodagao dos compostos iodados, o que poderia ocorrer em meio acido.Sob
corfente de nitrogénio e aquecimento entre 35 a 40°C, o n-butanol foi
evaporado até obtencao de um extrato séco, totalmente isento de solven
te, isto porque éste poderia interferir na posterior gel filtracao em
Sephadex. O extrato séco foi dissolvido em agua destilada e acertou-se

o pH com HZSC)4 10%.

O contelido de cada porcao intestinal foi também submetido ao

tratamento descrito para a bile.
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2. .Metodos analiticos

2.1. Gel filtracdo da bile em Sephadex

2.1.1. Preparo do gel de Sephadex
Utilizou-se a propriedade do Sephadex descrita por Lis
sitzky e col. (36) em seu trabalho sObre a separagao dos campostos icda
dos do sdro, introduzindo-se na metodologia original algumas modifica

¢oes.

Usou-se uma coluna de vidro de 40 cm de altﬁra e 2,3cm
de diametro interno, com afunilamento na parte inferior, onde foi adap
tado um tubo de borracha ligado a uma pipeta de Pasteur para o contrdle
do fluxo de saida do percolado e, logo acima da parte afunilada, colo~
cou-se la de vidro para a retencdo do gel. A coluna foi cuidadosamente

alinhada na wvertical.

Em 120 ml de 3gua destilada foram colocados 35 g  de
Sephadex G 25 M, sob agitacdo, deixando-se a mistura em repouso durante
24 horas (4°C) afim de permitir um entumescimento hamogéneo do  gel.
Os graos mais finos, que permaneceram sobrenadantes, foram eliminados
por decantacao. O gel entumescido foi colocado na coluna até atingir
o nivel de 20 cm, sob agitagao constante para que ndo houvesse formagao

de bdlhas de ar o que produziria uma solucdo de continuidade da coluna.

A horizontalidade da superficie do leito da coluna foi

mantida com um disco de papel de filtro de dimensdo igual ao diametro

DT e
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interno da mesma. O gel foi equilibrado com uma solucdo tampao de TRIS-
HCl, 0,05 M de pH 7,4, percolada através da coluna durante varias horas.
Um nivel liquido de mais de 2 cm foi constantemente mantido acima da

superficie do gel.
2.1.2. Gel filtracao em Sephadex G 25 M

Um volure adequado de bile ou extrato fecal, foi cuida
dosamente colocado, com uma pipeta, na coluna de Sephadex. Iniciou -se
a coleta das fragOes numa velocidade de 1 ml/minuto. 2ApSs a penetracac
total do material no gel, a parede da coluna foi lavada, 4 vézes, oom
5 ml de tampao, esperando-se sempre que O mesmo penetrasse totalmente ro
gel. A seguir foram adicionados, paulatinamente, 120 ml de tampac de
TRIS-HCl e a velocidade de saida foi novamente controlada para 1 ml/mi-
nﬁto. Apds a percolacdo dos 120 ml de tampao, pela coluna, (que retira
sucessivamente, proteInas iodadas, iodeto e tirosinas iodadas, se exis
tentes), introduziram-se 80 ml de AA (que promove a eluicao das tironi-
nas iodadas livres). Finalmente a coluna foi percolada com 80 ml de

NH 4OH 2N.

Fragoes de 4,5 a 5,0 ml foram coletadas por coletor au

*
tomatico em tubos especiais de 15 x 110 mm, e a radioatividade deter-
nminada em contador automitico de "pogo" dotado de um cristal de NaI(T1)

de 2 x 2 polegadas. >

ardl
*  ARTHUR THOMAS

*#  AUTOMATIC GAMMA COUNTING SYSTEM ~ NUCLEAR CHICAGO GORPORATION
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O tempo de contagem, para cada amostra, foi variawvel
de 1 a 10 minutos, dependendo da atividade radioativa de cada uma. No
caso das fragdes com atividade muito baixa, um tempo maior de  actmulc
de contagens foi utilizado, para haver diminuicado do érro estatistico

nas contagens.

Construiu-se um grafico para cada experiéncia, langan
do-se nas abcissas as fracoes coletadas e nas ordenadas as contagens das

mesmas em funcao do tempo.
2.2. Tratamento das fragdes obtidas na gel filtracao em Sephadex

Afim de se preparar as diversas fracoes obtidas na filtragao
em gel de Sephadex, para a cromatografia em papel, cada uma foi manipu

lada convenientemente como se seque :

As fracgoes 1,2 e 4 foram concentradas por aquecimento entre 30

a 40°% (sob corrente de nitrogénio para evitar a oxidacao).

Na fragao 3, além dos compostos iodados, os pigmentos e os 1i
pideos sao eluidos concamitantemente pelo solvente orgadnico utilizadors
gel filtragao em Sephadex. Estas "impurezas" iriam interferir na pos
terior cromatografia em papel. Para sua eliminacao, uma amostra da fra
cao 3 foi misturada com igual volume de NH 4OH 2N num funil de separacao
e agitada. Apds a separacao das duas fases, a inferior (aquosa) foi
recolhida. Em seguida foram realizadas mais duas extragaes, com meta
de do volure origindriamente empregado, para garantir a extracao total.

(As"impurezas" permanecem, na sua maior parte, no solvente organico, en
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quanto que a Ty e T, sao extraidas pela fase aquosa). As 3 fases foram
reunidas e concentradas por aquecimento entre 30 a 40° C sob  corrente

de nitrogénio.

Os extratos assim obtidos foram eluidos com um volume minino
(0,1 a 0,2 ml) de metanol:amSnia (99:1}. Estas solugoes foram coloca
das no papel de cromatografia em uma faixa de alguns cm de largura,equi

distantes 1 cm das margens.
2.3. Cromatografia em papel
A cromatografia em papel foi utilizada com dois propdsitos:

1. Para identificagao dos campostos iodados, préviamente sepa

rados pela filtragao em gel de Sephadex.

2. Para separagac das tironinas iodadas (T, e T,) eluidas con

comitantemente da coluna de Sephadex.

Foi utilizada a cromatografia em papel Whatman n®3, monodimen

sional, descendente, com 0s seguintes sistemas de solventes:

a) sistema (1):
n-butanol:&cido acético:agua (4:1:5).
Os camponentes foram colocados, na proporcao acima citada,
em un funil de separacao e em seguida a mistura foi agitada para a sa
turacao do solvente orgénico com dgua. Para a separagao das fases a

mistura foi deixada em repousc durante 4 horas. Por &sse processo obti .
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veram-se 2 fases: uma, a butandlica que foi utilizada como fase movel

e a outra, como fase estacionaria;

b) sistema (2):
2,4,6~colidina:zagua (100:35) em anbiente de NH ,OH.
A colidina e a agua foram misturadas na proporcao indicada
acima e utilizadas como fase mbvel. O NH 4OH colocado na parte inferior

da cuba serviu como fase estacicnariag

c) sistema (3):

n~butanol: NH,OH 2 N (1:1).

4

Em um funil de separag%io, o n-butanol e o NH 4OH 2 N foram

colocados na proporgao acima citada. Apds agitacao da mistura para sa-

turacao do solvente orgdnico com agua, a mistura foi deixada em repouso

durante 4 horas e as duas fases obtidas foram separadas. A butandlica
foi usada como fase mdvel e a aquosa como fase estacionaria.

Os padroes nao radioativos, MIT, DIT, NaI, T

e T, foram utili

3 4
zados separadamente para a determinacado dos respectivos Rfs nas con~
dicoes experimentais, nos respectivos sistemas de solventes empregados.
Da solugao, preparada como serd descrita em "Reativos e solventes" (pg

31l ), foram empregados 40 ul para cada analise.

A mistura de padroes nao radioativos, num volume de 40 ul fo
ram cromatografados, conjuntamente e paralelamente, com a amostra a ser
analisada. Como a substincia radiocativa, em funcdo da massa, estava pe
sente em concentracao muito baixa, os padroes nao radiocativos  desempe

nhavam o papel de "substancia carregadora" que poderiam ser revelados
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quimicamente.

Os cromatogramas, assim preparados, foram levados & cuba croma
tografica, que continha sBmentea fase aquosa na parte inferior,afim de
permitir saturacac do papel com a fase estacionfZria. Apds 5 horas, <o
locou-se o solvente na cubeta através de um orificio superior da cuba,
sem que a mesma fosse aberta, para ndo haver rompimento do  equilibrio
préviamente estabelecido. O tempo de desenvolvimento cromatografico va
riou de 15 a 20 horas. 2pds o desenvolvimento dos cromatogramas éles

foram secados sob corrente de ar quente.

Os padroes nao radicativos foram localizados no cromatograma -
por meio de reacCes quimicas. Para os compostos com agrupamentos fend
licos foi utilizada a reagao de Pauly e na identificagao do iodeto de

sodio, o cloreto de paladio.

ApOs a "revelagao quimica", os cromatogramas foram novamente -
secados e recortados em tiras de 1 cm de larqura. A radiocatividade de
cada tira foi determinada em contador automatico de pogo dotado de um

cristal de cintilacao de NaI(T1l) de 2 x 2 polegadas.

2.4. HidrOlise enzimatica dos compostos iodados biliares e fecais.
Algumas fragdes (Figura 2) foram submetidas & hidrdlise enzima
tica com B -glucurcnidase e submetida uma outra vez d& filtracao em gel
de Sephadex, afim de se determinar a constituicao quimica das mesmas.Pa
ra isso foram utilizadas 5000 unidades de B -glucuronidase para cada 5

ml de solugdo. A fracdo a ser analisada era tampona com acetato de pH
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BILE "IN NATURA"

SEPHADEX
FRACEO 1 FRACAO 2 FRAGAD 3 FRACEO 4
Y 4
B — GLUCURONIDASE B~GLUCURONIDASE
Y v
SEPHADEX SEPHADEX
/ \ v
SUB-FRAGAO 1 SUB-FRACEO 3

SUB-FRACED 3

FIGURA 2 Esquema simplificado dos procedimentos a que foi submetido
a bile na tentativa de identificacao das diversas fracoes.
Verifica-se que pelo tratamento com a B-glucuronidase a
fracao 1 & decomposta em parte, dando origem a uma sub-fra
Gao, que passa a ser eluida com PA (sub-fragao 3). A fra
cao 4, pelo mesmo tratamento, passava a se comportar quase
que totalmente como sub~fracao 3.
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4,5 e a hidrdlise era realizada a 37°C durante 15 horas.

3. Reativos e solventes

1. Tampao de TRIS-HCl, 0,05 M, pH 7,4
125 ml de tris (hidroximetil) aminometano 2M
105 ml de solucdo de 6,1 ml de HC1/1000ml de agua

agua destilada, g.s.p. 500 ml.
2. Reativo de Pauly.

A. solugao de NaNo, 5%

4 g de acido sulfanilico
B. solugao de acido sulfanilico ¢ 90 ml de HCl concentrado
900 ml de agua destilada

C. solucao de Na2(20310%

Misturar as solugbes A e B (1:1) e esperar 3 minutos com agita

cao. A seguir adicionar igual volume da solugao C.
3. Padrdes nao radiocativos

A. solugdo da mistura dos padroes nao radiocativos : 1 mg de MIT,

1mgdeDIT,1mgdeNaI,4mgdeT3, 4mgdeT4em2ml de

B. solugao dos padroes utilizados separadamente : 1 mg de MIT

em 2 ml de NH,OH 2 N ; ln\gdeDITeranldeNI-l4OH2N ;

4
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1l mg de NaIl em 2 ml de NH40H2N; 4mgdeT3em2mldeNHOHZN :

4

4mgdeT4em2mldeNH4OH2N'

4, Drogas empregadas.

- L—T:Lroxi.nal--l25

I, com atividade especifica de 55 uCi/ug de
tiroxina e atividade de 0,5 nCi/mi, procedente da Amershan

Searle Corporation, EUA.

Monoiodotirosina e Diiodotirosina - procedentes da  Nutritio

nal Biochemical Corporation, Cleveland, Ohio, EUA,

L-3,3', 5-triiodotironina sédica e 1~3,3',5,5'-tetraiodotironi
na sodica - procedentes da Calbiochem, Los Angeles, California

EUA .

Sephadex G 25 M - procedente da Pharmacia, Uppsala, Sweeden.

B —glucuronidase (Ketodase) com 5000 unidades/ml. Derivada de
figado de boi, tamponada com acetato de pH 5,0. Procedente da
General Diagnostics Division, Warner, Chilcott Division, Morris Plains,

New Jersey, EUA.
- Amberlite IRA 400 -~ Laboratorio Qeel - Sao Paulo.

- Todos os demais reagentes empregados foram pro-analise.
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capliTurO 1V

RESULTADOS

l. Estudo da bile

1.1. Separacao em gel de Sephadex dos componentes iodados da bile

Para a verificacao do comportamento dos compostos iodados bi-
liares no Sephadex, a bile foi filtrada "in natura". Foi utilizada bi

125

le de rato que havia recebido T 4 I por via intraperitonial.

Obtiveram-se, consistentemente, 4 fracces de radicatividade ,

sendo a distribuicao porcentual da radiocatividade a seguinte : (Figura

3)
Fragago 1 - 9,07%
Fracao 2 - 21,09%
Fracao 3 - 10,032

Fragao 4 - 59,81%
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1.2. Comportamento e identificagao, por cromatografia em papel,
dos conpostos iodadoé biliares obtidos por filtragdo em gel
de Sephadex.

As diferentes fracGes, obtidas na gel filtragao em Sephadex,
foram cromatografadas em 2 sistemas de solventes: sistema (1) - n-B:Ac
Ac:H,O e sistema (2) - col:H20 (NH4OH) , com excegao da fracao 3, que foi

cromatografada nos sistemas (1) e (3) - n-B:NH,OH 2 N.

4

Em todas as cromatografias os padroes nao radioativos  foram

colocados juntamente com os compostos radioativos a serem analisados.

A fracao 1 do Sephadex analisada cromatograficamente nos

dois sistemas de solventes nao pdde ser devidamente caracterizada. No
sistema (1) a radiocatividade distribuiu~se principalmente em dois picos:
um que se localizou na origem e, outro com Rf semelhante, mas nao idép_
tico a T, e/ou T, livres. No sistema (2), apenas uma pequena zona de
radicatividade foi encontrada em correspondéncia com a T 4 sendo que a
maior parte localizou-se em regides distintas dos padrdes utilizados.
Uma zona de radioatividade correspondente ao iodeto foi consistentemen
te encontrada nas analises cromatograficas em ambos os sistemas. Assim,
a fracdo 1 obtida na gel filtracdo em Sephadex n3o pareceu ser constitu

ida de T3 e/ou T4 livres.

No sistema (2) a radicatividade correspondente ao iodeto foi
de tal monta maior que aquela cbtida no sistema (1), que permite postu
lar nesta zona, a existéncia de dois compostos radiocativos de Rfs seme

lhantes. (Figuras 4 e 5).
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A fracao 2 do Sephadex , em ambos os sistemas, na cromatogra

fia em papel, comportou-se como iodeto liwvre. As porcentagens relati
vas de radioatividade foram de 88,18% no sistema (1) e 91,01% no siste

ma (2). (Figuras 6 e 7).

A analise cromatograficaem papal nos dois sistemas de solven

tes (n—B:AcAc:H20 e n-B:NH 4OH) evidencicu que a fracao 3 do Sephadex erd

constituida de T3 eT 4° (Figuras 8 e 9).

Quanto a radicatividade eluida na fraczo 4 do Sephadex,fci ve

rificada que, no sistema (1), 65,86%  da radiocatividade total localiza
ram-se na regido entre a MIT e DIT. No sistema (2), 88,04% da radioati
vidade localizaram-se também entre a MIT e DIT, isto &, na regido dos
glucuronidatos, segundo os trabalhos de Taurog (60). O iodeto  livre,
também estava presente na proporgac de 13,96% e 10,43% do total nos sis

temas (1) e (2), respectivamente. (Figuras 10 e 11).

1.3. Gel filtragao dos extratos butandlicos biliares

A extracao da bile com butanol acidificado foi realizada com

dois propositos:
1. Comparar os resultados obtidos na bile "in natura", como
tanbém para verificar a possivel existéncia de protelnas

iodadas.

2. Para poder se camparar, has mesmas condigOes experimentais,
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08 resultados obtidos com a gel filtracado em Sephadex do conteGdo intes

tinal.

Em quatro extragoes sucessivas o butanol acidificado extraia
93,00% da radioatividade total. A fracao da bile extraivel pelo buta
nol, foi filtrada em Sephadex. Verificou-se que o comportamento, duran
te a eluicao, era o mesmo, quando da utilizacdo da bile "in natura", is

to &, a eluicao de 4 fracoes de radioatividade.

A porcentagem relativa de radioatividade devida a fragao 1
foi ligeiramente menor, cérca de 4,93%, em relacao a 9,07% obtida usan
do-se a bile "in natura". (Figura 12). A presenca desta fracao foi en

contrada em todas as gel filtragcOes dos extratos butandlicos.

A distribuic@o da radicatividade nas diversas fracoes foi a

seguinte : (Figura 12)

Fracaso 1 - 4,93% (desconhecida)

Fracao 2 - 26,71% (iodeto)

Fracao 3 - 15,59% (T3 e/ou Ty livres)
Fracao 4 - 52,77% (T3 e/ou T 4 conjugadas)

Visto que a analise em cromatografia em papel, da fracao 1 da
bile "in natura", mostrava que uma parte da radioatividade permanecia

na origem foi postulado que a mesma pudesse ser uma proteina iodada.

A fracdo 1 do Sephadex da bile "in natura" foi extraida sepa

radamente com butanél, tendo-se verificado que 15,00% permanecia insolfl



37

vel, o que poderia ser devido as proteinas iodadas.

Assim, a fracdo 1 poderia ser camposta de proteinas iodadas

e de metabolitos derivados de T, e/ou T A

1.4. Gel filtracdo dos hidrolisados enzimaticos dos compostos ioda

dos biliares.

As fragoes 1 e 4 do Sephadex foram submetidas 3 hidrdlise en

zimatica com B -glucuronidase e os hidrolisados refiltrados em Sephadex.

A refiltracdo em Sephadex da fracao 1, apds a hidrolise, mos
trou a existéncia de 2 sub-fragoes principais: uma que permanecia inal
terada e era eluida precocemente (sub-fragao 1) e outra de menor ativi
dade radicativa, que passava a se comportar como T3 e/ou T 4 livres (sub
fracao 3). Uma pequena sub-fracao de iodeto estava presente, provavel
mente, devido 3 desalogenagao ocorrida durante o processamento fisico-
quimico. Duvidosamente, pdde-se evidenciar uma peguena sub-fragao cor

respondente a conjugados (Figura 13).

Assim, apds a hidrOlise e refiltracao, a distribuicao da ra
dicatividade nas diferentes sub-fragoes passou a ser a sequinte: (Figu

ra 13).

=
1

Sub-fragao 53,95% (desconhecida)

Sub~fracao 2

6,40% (iodeto)

W
i

Sub-fracao 32,89% (T3 e/ou T, livres)

Sub-fracao 4

6,76% (T3 e/ou Ty canjugadas)
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Comparar as Figuras 3 e 13.

A ﬁragéiq 4 da bile "in natura", que havia se comportads na

cramatografia em papel com glucuronidato de tironina, quando hidrolisa
da e refiltrada em Sephadex mostrou que a quase totalidade da radiocati
vidade, passava a se comportar como T3 e/ou 'I‘4 livres (sub-fracao 3).Pe
quenas zonas de radiocatividade inferiores a 10% foram encontradas cor
respondentes a iodeto e a conjugados de tironinas (Figura 14). Assim,
apos a hidrdlise e refiltracdo em Sephadex, a distribuicdo da radioati

vidade nas diversas sub-fragoes passou a ser a seguinte: (Figura 14j.

Sub-fracao 1 9,94% (desconhecida)

Sub-fragao 2

2,08% (iodeto)

Sub-fragao 3 78,79% (T3 e/ou T, livres)

Sub~fracao

>
i

9,19% (T3 e/ou T, conjugadas)

Comparar as Figuras 3 e 14.

1.5. Alteracao porcentual das fragoes biliares frente a uma sobre

carga exogena de T 4 estavel.

De acOrdo com os trabalhos de Taurog (62) a capacidade hepati
ca de converter T 4 €m glucurono-conjugado € limitada. Quando grandes
doses de T 4 eram injetadas em ratos (420ug) a maioria da radicatividade
biliar passava a ser excretada durante as primeiras horas, comc T g i

vre.

Afim de confirmar éstes dados, utilizando-se a presente técni
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ca, 400 ng de T, nao radioativa, conjuntamente com doses tragadoras do

125

4
mesmo hormonio marcado com ~“°I foram administradas a ratos. Verificou
se, confirmando os trabalhos anteriores, que a maior parte da radioati
vidade excretada, nestas condicOes, era devida a tironinas iodadas 1i
vres (fragao 3), sendo que a devida a conjugados estava diminuida em re

lacao aos valores cbtidos em ratos "intactos" (Figura 15).

A distribuicdo da radioatividade nas diferentes fracoes foi a

sequinte : (Figura 15)

Fracao 1 - 8,01% (desconhecida)

Fracao 2 - 15,25% (iodeto)

Fragado 3 - 56,31% (T3 e/ou T 4 livres)
Fracao 4 - 23,43% (T3 e/ou Ty conjugadas) .

Comparar as Figuras 3 e 15.

2. Gel filtracdo dos extratos butandlicos dos contetdos intestinais

O butanol acidificado extraiu 72% da radiocatividade total em 4 ex
tragoes sucessivas. Foram analisados os conteldos intestinais do reto,

do duodeno e do Ileo.

Em todas as analises da gel filtracao em Sephadex, dos extratos bu
tandlicos dos conteGdos das diversas porgoes intestinais, foram obtidas
4 fragces de radicatividade. As porcentagens relativas das diversas

fragaes variaram, dependendo da porgéio intestinal analisada.
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Apds a extrac@o butandlica e filtracdo em Sephadex do méterial obti
do do reto, foi verificado que houve diminuigéo bastante significativa
da radioatividade eluida na fracao 4, indicando que os compostos ioda
dos excretados na bile, na forma conjugada, seriam desconjugados duran
te o transito intestinal. Quanto a fracdo 3, a de hormdnios livres, ve
rificou-se que houve incremento de radioatividade, quando comparada com

os resultados obtidos na bile.

A distribuicao da radicatividade nas diversas fragoes do  Sephadex

do contelido intestinal do reto, nos animais do grupo 1, foi a seguinte:

(Figura 16)
‘ Fraggo 1 - 16,87% (desconhecida)
Fracao 2 - 18,29% (iodeto)
Fraggo 3 - 59,11% (T, e/ou T, livres)
Fracao 4 - 5,73% (T3 e/ou T, conjugadas)

Comparar as Figuras 3 e 16.

Esta distribuicdo nao diferiu significantemente quanto &s fragoes
2, 3 e 4, quando se utilizaram animais do grupo 3. Assim, foram obti

das as seguintes porcentagens: (Figura 17)

Fracaso 1 - 6,65% (desconhecida)

Fracao 2 - 24,19% (iodeto)

Fragcago 3 - 62,02% (T3 e /ou T, livres)
Fracao 4 - 7,14% (Ty e /ou T, conjugadas).
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Para a determinacao do local de desconjugagao foram analisados os
contelidos intestinais do duodeno e do Ileo. De acGrdo com a técnica des
crita em "Materiais e Métodos", os conteldos intestinais obtidos separa
damente, apds extracao com butanol, foram analisados por gel filtragao
em Sephadex. Assim, no.duodeno a fracao 3 (T3 e/ou T4 livres), que cor
respondia a 22,59% da radiocatividade total, no Ileo, constituia-se de
64,66%, demonstrando uma desconjugacao hormonal. Inversamente, a fra
cao 4 ( correspondente s tironinas iodadas conjugadas ), que no duode
no correspondia a 35,68%, no ileo apresentava-se em uma proporgao de

5,26%.

Comparar as Figuras 18 e 19.
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FIGURA 3.

1251). 10 ml de bile (T4-1251) "in natura" eluidas

com 140 ml de tampao de TRIS-HCl, 100 ml de AA e 100 ml de NH,OH 2 N. Coluna de 2,5 x 20 cm.

Velocidade de eluigao de 1 ml/min. Foram coletadas fragoes de 4,5 ml. A radioatividade de

Gel filtragio em Sephadex da bile (T4-

cada fragao foi determinada em contador automatico de "pogo" dotado de cristal de cintila
cao de NaI (Tl1).
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FIGURA 4. Distribuigao da radioatividade na cromatografia em papel em n—B:AcAc:Hzo do pico 1 corresponden-

te a Figura 3. O extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Metodos" foi  eluido
com 0,2 ml de metanol:;amonia e 30 pl foram analisados conjuntamente com a mistura de padroes nao

radioativos (MIT, DIT, NaI, T3

n? 3. Sistema de solvente: n-B:AcAc:HZO. Tempo de desenvolvimento:15 horas. O: origem, F:fron

e TA) nas proporgaes descritas anteriormente,lem papel Whatman

te.
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FIGURA 5.
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Distribuicao da radioatividade na cromatografia em papel em col:H20 (NHAOH) do pico 1 correspon
dente 3 Figura 3. O extrato seéco preparado como foi descrito em "Materiais e Metodos" foi elui
do com 0,2 ml de metanol:amonia e 30 ul foram analisados conjun;amente com a mistura de padroes
nao radioativos (MIT, DIT, Nal, T3
man n? 3. Sistema de solvente: col: HZO(NH4OH)° Tempo de desenvolvimento: 20 horas. O0: ori-

e T4) nas proporgoes descritas anteriormente, em papel What

gem, F: fronte.
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FIGURA 6.

Distribuigao da radioatividade na cromatografia em papel em n-B:AcAc:H,0 do pico 2 corresponden
te a Figura 3. O extrato seco preparado como foi descrito em '"Materiais e Metodos" foi  eluido
com 0,2 ml de metanol:amonia e 30 pl foram analisados conjuntamente com a mistura de padroes nao
radioativos (MIT, DIT, NaI, T3 e Ta) nas proporgoes descritas anteriormente, em papel Whatman n®

3. Sistema de solvente: n—B:AcAc:Hzo. Tempo de desenvolvimento: 15 horas, 0: origem, F:fronte.
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Distribuigao da radioatividade na cromatografia em papel em col:HZO (NHAOH) do pico 2 correspon
dente & Figura 3. O extrato séco preparado como foi descrito em "Materiais e Metodos" foi elul
do com 0,2 ml de metanol:amonia e 30 pl foram analisados conjuntamente com a mistura de padroes
nao radioativos (MIT, DIT,-§aI, T, e T,) nas proporgoes descritas anteriormente, em papel What
man n? 3. Sistema de solvente: col:HZO (NH4OH). Tempo de desenvolvimento: 20 horas. O:origem,

F: fronte.
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Distribuigao da radioatividade na cromatografia em papel em n-B:AcAc:HZO do pico 3 corresponden
te a Figura 3. O extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Metodos” foi eluido
com 0,2 ml de metanol:amonia e 30 ul foram analisados conjuntamente com a mistura de padroes
nao radioatives (MIT, DIT, NaI, T,

man n? 3. Sistema de solvente: n—B:AcAc:HZO. Tempo de desenvolvimento: 15 horas. O: origem,F:

e T4) nas proporgoes descritas anteriormente, em papel What

fronte.

Ly



FIGURA 9.

| | | |
, 0 F
8000} | : -
N
2 .
S I Tq 34,34 %
S 6000 4
23,13 % T
o 3
g 4000 = -
2
-
2
S 2000} -
0 1 i

o 10 20 Ccm

Distribuigao da radioatividade na cromatografia em papel em n-B:Am do pico 3 correspondente &

Figura 3. O extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Meétodos" foi eluido com
0,2 ml de metanol:amonia e 30 ul foram analisados conjuntamente com a mistura de padroes nao
radioativos (MIT, DIT, NaI, T,

n? 3. Sistema de solvente n-B:Am, Tempo de desenvolvimento: 20 horas. O: origem, F: fronte.

e TA) nas proporgoes descritas anteriormente, em papel Whatman
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FIGURA 10. Distribuicao da radioatividade na cromatografia em papel em n-B:AcAc:H,0 do pico 4 corresponden
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te a Figura 3. O extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Metodos”

01 eluido
com 0,2 ml de metanol:amonia e 30 pl foram analisados conjuntamente com a mistura de padroes nao
radioativos (MIT, DIT, Nal, T3 e Té) nas proporgces descritas anteriormesmte, em papel  Whatman

o

nY 3., Jistema de solvents: n"B:&cAc:HZO, Tempo de dasenvolvimento: 15 horas. Oiovigen . e
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Distribuigcao da radiocatividade na cromatografia em papel em col:H20 (NHAOH) do pice 4»correspg§
dente 3 Figura 3. O extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e M&todos" foi elul
do com 0,2 ml de metanmol:amonia e 30 ul foram analisados conjuntamente com a mistura de padroes
n3o radioativos (MIT, DIT, Nal, T, :
man n? 3. Sistema:de solvente @ col:Hzo (NHAOH). Tempo de desenvolvimento : 20 horas. O:ori

gem, F: fronte.

e TA) nas proporgoes descritas anteriormente, em papel What |
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Gel filtragao em Sephadex da fragao butanol extraivel (pH 1,0) da bile (Ta-lzsl).Aml de bile
foram extraidas com butanol (pH 1,0) de acordo com a técnica descrita em "Materiais e Meto-
des". 0 extrato seco foi dissolvido em agua e acertado o,pH a 7,4 com’HZSO4 10Z e filtrado

em Sephadex. Foram utilizados 140 ml de TRIS-HCl, 100 ml de AA e 100 ml de N340H 2 N. Colu

na de 2,5 x 20 cm. Velocidade de eluigao de 1 ml/min. Volume de cada fragao : 4,5 ml,
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Gel filtracao em Sephadex do hidrolisado enzimatico da fragao 1 correspondente a Figura 3. Em
uma aliquota de 5 ml da fragao 1 foram adicionadas 5000 unidades de B-glucuronidase, o pH acer
tado a 4,5 com acido ac@tico 107 e tamponado com acetato de pH 4,5 e colocada a 37°C  durante
15 horas. O pH elevado a 7,4 com NaOH 10%. O hidrolisado foi refiltrado em Sephadex com 140
ml de TRIS-HCl, 80 ml de AA e 80 ml de NH40H 2 N, em coluna de 2,5 x 20 cm; com velocidade de

eluicao de 1 ml/min. Foram coletadas fragoes de 5 ml.

es



FIGURA 14.
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Gel filtragao em Sephadex do hidrolisado enzimitico da fragao 4 correspondente a Figura 3. Em
uma aliquota de 5 ml da fragao 4, apos evaporagao do NH,OH , foram adicionadas 5000 unidades
de B-glucuronidase, o pH acertado a 4,5 com acido acetico 107 e tamponado com acetato de pH
4,5 e colocada a 37°C durante 15 horas. O pH foi elevado a 7,4 com NAOH 10Z. O hidrolisado
foi refiltrado em Sephadex com 140 ml de TRIS-HCl, 80 ml de AA a 80 ml de NH4OH 2 N, em coluna

de 2,5 x 20 cm,'com velocidade de 1 ml/min. Foram coletadas fragoes de 5,0 mi.
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120 ml de TRIS-HCI, 60 ml de AA e 140 ml de NH,OH

2

seidade de eluigds 72 : mi/min. Foram coleisdas frazces de 5,0 mi.
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Gel filtragao em Sephadex da fragao butanol extraivel (pH 1,0) do conteudo intestinal do reto.
O extrato seco preparado como foi descrito em 'Materiais e Metodos" foi dissolvido em agua e
acertado o pH a 7,4 com HZSOA 10Z e filtrado em Sephadex. Foram utilizados 120 =l de TRIS-HC1,
80 ml de AA e 100 ml de NH,OH 2 N. Coluna de 2,5 x 20 cm. Velocidade de eluigao de 1 ml/min.
Foram coletadas fragoes de 5,0 ml.
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FIGURA 17.
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Gel filtragao em Sephadex da fragao butanol extraivel (pH 1,0) do contetido intestinal do reto
(rato do grupo 3). O extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e liétodos" foi
dissolvido em agua e acertadc o pH a 7,4 com 1,50, 10% e filtrado em Sephadex., Foram utiliza-

dos 120 m! de TRIS-HCl, 80 ml de AA e 100 ml de NHAOH 2 N, Coluna de 2,5 x 20 cm. Velocidade

‘de eluigao de 1 ml/min. Foram coletadas fragoes de 5,0 ml.
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FIGURA 18.
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Gel filtragao em Sephadex da fragao butanol extraivel (pH 1;0) do conteiido intestinal do duode
no. O extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Metodos" foi dissolvido em
agua e acertado o pH a 7,4 com EZSO4 10% e filtrado em Sephadex. Foram utilizados 120 ml de
TRIS-HCL, 70 ml de AA e 100 ml de NH,OH 2 N. Coluna de 2,5 x 20 cm. Velocidade de eluicac de

1 ml/min. Foram coletadas fragoes de 5,0 ml.
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Gel filtragao em Sephadex da fragao butanol extraivel (pH 1,0) do conteido intestinal do Ileo.
0 extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Metodos™ foi dissolvido em dgus e
acertado o pH a 7,4 com sto4 107 e filtrado em Sephadex. Foram utilizados 120 ml de TRIS-HCL,
60 ml de AA e 70 ml de NH,OH 2 N. Coluna de 2,5 x 20 cm. Velocidade de eluicao de 1 ml/ min.

Foram coletadas fragoes de 5,0 ml.
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CRPITULO V

DISCUSSAO

1. Quanto & metodologia

A gel filtracdo em Sephadex, juntamente com a técnica dos tragado-
res isotdpicos, apresenta as seguintes vantagens, na separagao dos com

postos iodados:

a) A separacao dos compostos € realizada em uma sO etapa com dife
rentes eluentes (TRIS-HCl, AA e NH 4OH) , sendo que o tempo de

separacao de todos os componentes & de, aproximadamente, 5 horas.

b) O gel de Sephadex, isto &, a fase estacioniria da coiuna, é re
lativamente estavel em meio alcalino e em meio fracamente aci

do. A coluna de gel pode ser reutilizada apds sua lavagém com &gua e
tampao. Isto torna o custo operacional relativamente baixo apesar do

alto custo do material empregado.
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c) Até 10 ml do material a ser analisado podem ser colocados na co
luna, para a separagé'.o das diversas fragSes, quantidade esta que

é dificil de ser analisada por métodos de cromatografia em papel. Esta

vantagem & importante sob dois aspéctos: 1. quando a atividade radioa

tiva presente no material fOr baixa ; 2. para a posterior analise das

fragoes coletadas quando se deseja dosar o material por métodos  quimi

cos.

O volume maximo, em média, de material a ser separado por croma
tografia em papel & de 250 pl, que em geral é proveniente de 1 a 2 ml
de sOro. As diversas etapas utilizadas na cromatografia em papel, como
seja, da extragao do sOro por solventes, purificagao, secagem e deposi
G20 na fita de papel do extrato obtido, tornam éste método bastante mo

roso e camplicado em relacao a gel filtragao em Sephadex.

Nas separagOes por resina citadas na "/Historico" (pg.16) a
quantidade de material que pode ser percolada é comparavel com a do mé
todo da gel filtracao em Sephadex. E:ntretaﬁto a separacao das diversas
fragbes é menos nitida e o numero de eluentes utilizados em diferentes

pHs @ bastante grande.

d) Sob o ponto de vista preparativo, a gel filtracdo em Sephadex
permite separar os compostos iodados num alto grau de pureza.As

fragdes cbtidas podem ser utilizadas diretamente, ou apds concentracao,
para outras dosagens quimicas. As substancias separadas, por cromato
grafia em papel, também podem ser utilizadas com o mesmo propdsito, mas
os processos de extracdo do papel sao bastante trabalhosos e para a re

cuperacao total da substdncia -° existente no papel, varias extragoes -
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530 necessarias, além da utilizacdo de diversos eluentes.

2. Quanto & decomposicac do material na coluna de Sephadex

Hocman (29) verificou que 3 a 10% da radiocatividade da T 4 colocada
na coluna de Sephadex apresentava-se sob a forma de iodeto. De  acdrdo
com o autor, pelo menos uma pequena por¢ao da T 4 radiocativa ficava, ir
reversivelmente, retida no gel de Sephadex. A quantidade ndo eluivel
era constante e nao interferia de maneira ponderével na analise final.
Esta quantidade de T 4 retida pela coluna era facilmente eliminada pela

percolagdo com albumina antes de sua reutilizacfo.

O achado constante da fragao 4 (T3 e/ou T, conjugadas), em todas as
analises realizadas, levou a testar subsegfientemente se a referida fra
cao seria uma parte da T, e¢/ou T, livres retida pelo gel, eluivel scmen
te com NH,OH 2 N. Pelos resultados dbtidos na analise cromatografica
em papel & hidrolise com B-glucuronidase, a fracao 4 mostrou nao ser
constituida de T, e/ou T, livres. Além do que a fracdo retida no gel
(fracao 4) era sensivelmente maior que aquela que ocorreu nas experién

cias de Hocman (29).

Apesar dos problemas de decamposigao e retencao da T 4 1O gel de Se
phadex, o mesmo ainda apresenta vantagens maiores em relacac aos méto
dos anteriormente citados. O problema da desiodagao da T 4 Ocorre tam

bém na cromatogi:afia em papel, camo foi demonstrado por Taurog (61).

3. Composicao da bile
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Das 4 fragoes obtidas pela gel filtracao em Sephadex sCmente a fra

cao 1 nao foi identificada.

Uma pequena parte (15%) da fracao 1, quando se utilizou a bile "in
natura" nao era extraivel pelo butanol. Por outro lado, a cromatogra
fia em papel da frac;éio 1, nos dois sistemas de solventes, evidenciou a
permanéncia constante de uma zona de radioatividade na origem do croma-
tograma, o que levou a postular uma possivel contribuicdo protéica para

esta fracao nao extraivel pelc butanol.

Wynn e col. (64) analisando cromatograficamente as fragdes, solivel
e insolivel da bile, em butanol, evidenciaram a presenca de radioativi |
dade ligada ds proteinas, sdmente na fracac insolivel da bile. Pela cro
matografia em papel em 3 sistemas de solventes utilizados, a radiocativi
dade permanecia consistentemente na origem do cromatograma, — comportan

do-se como uma proteina.

A possibilidade da fracao 1 ser constituida em parte por derivados
glucurdnicos foi também estudada. Foi verificado que, pelo menos  30%
da referida fracao, quando tratada com R-glucuronidase passavam a ser
eluidos em Sephadex na regido da T, e/ou T, livres. Isto poderia sig
nificar qgue parte da fracdo 1 seria constituida de glucuronidatos. Na
cromatografia em papel da fragao 1, entretanto, nao foram encontradas m
nas de radioatividade correspondentes a regiao dos glucuronidatos. E
possivel que a B-glucuronidase, por nés utilizada, apesar das especifi
cacoes de laboratdrio, nac seja uma enzima pura, isto &, ela poderia omn
ter outros fatores responsaveis pelas modificagoes ocorridas no compor-—

tamento da fracao 1.
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4, Alteracao porcentual das fracoes biliares frente a uma scbrecarga

exogena de T, estavel.

Foi verificado que a administraggo em ratos de 400 yg de T 4 esté
vel juntamente com a T 4 radioativa diminuia a porcentagem de conjugados

de T4 eliminados pela bile, confirmando o trabalho anterior (60).
A possivel causa da diminuicao da conjugagao seria a saturagcao de

um sistema glucuronil-transferase especifico para a T4 existente em quan

tidade limitada nas células hepaticas.

5. Gel filtracao em Sephadex do contetdo intestinal do reto

As experiéncias mostraram que 4 extracoes sucessivas do contetdo fe
cal do reto, com butanol acidificado, extraia 72% da radioatividade to
tal. fste valor & inferior aos encontrados por Taurog (763%) (60) e

Furth e col. (80%) (22), mas superior acs de Heninger (30 a 60%) (27).

Pela analise, do extrato butandlico do contelido intestinal do reto,
verificou-se que a fracao 4, hidrolisavel pela B-glucurcnidase, apresen
tou pequena magnitude, quando comparada com a quantidade excretada na
bile. A fragao 3 (T3 e/ou T 4 livres), nas fezes, apresentava-se em
maior proporgao, possivelmente, devido 3 acao da R-glucuronidase bacte

riana intestinal, conduzindo & liberacio de T, e/ou T, livres.

6. Coleta do material diretamente do intestino delgado
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Uma tentativa para a verificagao do local de desconjugagao do glucu
ronidato de tironina foi realizada. Pela andlise do material duocdenal
foi verificado que a T3 e/ou T 4 estava em maior proporgao sob a forma
conjugada, enquanto que no Ileo, a T3 e/ou T 4 estava quase que totalmen
te sob a forma livre. A desconjugacao das tironinas ocorreu, portanto,

durante a passagem do qulg?b pelo intestino delgado.

Para explicar esta desconjugagao no delgado, deve-se postular uma
invasdo bacteriana nesta parte do intestino, responsével pela produgao
de B-glucuronidase. Alternativamente e, remotamente, poder-se-ia aven
tar uma agdo do suco entérico do rato, levando d hidrdlise déste deriva

do da T4..
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capITuIo VI

CONCLUSCES

1. A gel filtracao em Sephadex G 25 M  apresenta
vantagens sGbre os outros métodos de separagao
utilizados anteriormente, em relagao a separacao dos compostos iodados

da bile.

2. Em tOdas as separagoes dos compostos iodados da
bile, em gel de Sephadex, foram obtidas quatro

fracoes de radiocatividade, sendo que as mesmas estavam bem separadas.

3. Quanto a camposigdo da bile, em relagdo acs com
postos iodados, apds a administracao de T 4-1251,

foram obtidos os seguintes metabolitos:

a) T3 e/ou T4 livres

b) Tye/ouT 4 conjugadas com acido glucurtnico
(maior fracao)

c) iodeto
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d) uma fracdo de radioatividade eluida precoce

mente na gel filtracdo em Sephadex (fracao

1), que nao foi identificada. Pelo menos uma parte desta fracao nao
era uma proteina iodada e permanecia na origem do cromatograma, em  am

bos o0s sistemas de solventes utilizados.

4. Quanto a composicao do conteldo intestinal em

relacdo aos campostos iodados. As mesmas fra

¢Oes foram encontradas, porém, em proporcoes relativas diferentes em re
lagao as da bile. Na bile a maior fracdo era encontrada sob a forma
de conjugados. Nas fezes a proporcao maior estava na fragao correspon
dente a T3 e/ou T 4 livres, indicando um processo de desconjugacao dos

campostos iodados biliares durante a passagem pelo trato intestinal.

5. Foi verificado que a desconjugagao do glucuroni
dato hormonal ocorre principalmente no intesti

no delgado.
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SUMARIO

E apresentado um método para a separagao dos compos

125

tos iodados marcados com I em gel filtracao em Sephadex G 25 M. Fo

ram utilizados bile e fezes de ratos apds administracao de T 4—1251. Bi
le “"in natura", extratos butandlicos da bile, contetdo intestinal do
duodeno, ileo e reto foram submetidos & gel filtracao e as fragdes re
sultantes identificadas por cromatografia em papel em varios sistemas
de solventes. Por esta metodologia foram separadas a T3 e/ou T 4 livres,
iodeto, glucuronidatos de tironina e uma fragao por nds nao identifica
da. Pela andlise, do material existente nas diversas porcGes intesti
nais, foi verificado que a desconjugacao do glucuronidato de  tironina

ocorre, principalmente, ao nivel do delgado.
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