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CAPITULO I 

INTRODUÇÃO 

A tireóide i uma glândula de secreção interna,alta­

mente especializada na sua estrutura e função, que está integrada para 

fornecer suprimento estável de dois produtos metabôlicamente ativos? a 

tiroxina (Tj) e a triiodotironina (T^), que são os hormônios tireoidía 

nos. Eles são formados, essencialmente, de um aminoácido, a L-tironina 

Trabaüao realizado na Divisão de Raüiobiologia do Instituto de Energia 

Atômica de São Paulo. 

Abreviaturas S IA - álcool aaxlico terciário saturado com HH OH 2 1 , 
4 

H~B.Aeào.H C - a=tmtanols ácido acéticoságaa (4.1.5), »-
2 

BsÂm -n-Tratanol saturado com HE OH 2 H, oolsH 0(HH OH) - colidina.ágaa (100.35) em ambiente de 
4 2 A • t 

1IH OH, DIT - (liiodotirosina. metanol samoaia «. 99 ml de álcool metílico + 1 ml de BE OH 2 li, MI! 4 o 
4 „ 131 , 131 4 m 

noiodotiroaiaa, Na I, iodeto de sódio marcado com. I, Sephadex •• Sephadex 6 25 M, ERIS-taapao Se 

»rio»(hidrosla;etil).4miitoiBetaao 0,05 M em ~HC1, -pH- 7,4, T - diiodotironina, T - triiodot-g-^nró, 1 
125 " 2 125 131 3 4 

tetraiodotironina ou tiroxina. T - I - tiroxina marcada com I, T I - tiroxina marcada com 
131 4 4 

I. 

ili e lEH % - estas flestas iadicam os aviveis, nos quais o tampão de 
4 

TRIS-HCl foi substituído por IA e 9B OH 2 N, respectivamente» 
4 
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e de átomos de iodo. 0 aminoácido não fazendo parte daqueles essen 

ciais e não havendo, até hoje, descrição de impedimentos metabólicos na 

sua síntese pelo organismo, existe sempre em quantidade suficiente para 

a tireóide, o que não ocorre com o iodo. Este existe em quantidades va 

riãveis, dependendo de sua ingestão e absorção, distribuição comparti 

mental e depuração através de alguns órgãos e excreção. 

Além do iodo e do aminoácido, que constituem a mate 

ria prima para a elaboração do hormônio, ê necessário todo um sistema 

enzimático de que ê possuidora a célula tireoidiana, para que a sínte 

se se processe. A falta de uma dessas enzimas leva ã não produção dos 

hormônios. 

0 iodo penetra no organismo através da mucosa gas_ 

trintestinal. São, eventualmente, vias acessórias de absorção, a pele 

e o alvéolo pulmonar. No tubo gastrintestinal, quase todas as formas 

de compostos iodados são primeiramente reduzidas a iodeto e, nesta for 

ma, absorvidas. A absorção do iodeto é rápida, praticamente total e as 

quantidades eliminadas nas fazes são desprezíveis. A forma pela qual 

circula o halogêhio absorvido ê a de iodeto e ê chamado iodo pre-tirei-

diano, isto ê, aquele que ainda não sofreu os processos de metaboliza 

ção nos folículos tireoidianos. A tireóide retira o iodeto da circula 

ção e o acumula por um mecanismo enzimático ativo, em nada comparável 

com a difusão passiva através de membranas. No mesmo espaço de tempo, 

o rim também retira da circulação parte do iodeto. Outros tecidos tam 

bém depuram iodeto da circulação, ativamente, mas nenhum desses proces_ 

sos têm significância fisiológica já que , em última análise, eles pare 

cem não organificar o iodeto. 
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A proteína precursora da tireoglobulina e formada 

no citoplasma e deve ser iodada durante ou apôs a sua síntese, o que pro 

vãvelmente se dâ na interfase célula-coloide do folículo» 

Ao que tudo indica, ê na mitocôndria que o iodeto 

se transforma em urna forma mais reativa, pela perda de eléctrons e é 

onde se encontram sistemas enzimáticos completos capazes de conduzir a 

reação: a iodeto-peroxidase, que seria responsável pela reação de ioda 

ção através da formação de um intermediário iodado de natureza desconhe 

cida e a tirosina-iodase que seria necessária para a reação do composto 

hipotético e a tirosInao 

A formação de T 3 e T 4 dá-se pelo acoplamento de 

dois resíduos iodotirosínicos com a perda de um radical alifático e for 

mação de um grupamento difenil éter iodado, A existência dos grupos 

tirosínicos distantes uns dos outros faz supor que a tireoglobulina ad 

quira uma forma espiralada com a aproximação daqueles resíduos. Desta 

forma o acoplamento destes grupamentos torna-se-ía possível. 

A tireoglobulina, forma de armazenamento de e T^, 

deve, quando o organismo necessita, ser hidrolisada para lançar os hor 

mônios em circulação. Esta proteõlise deve-se dar no citoplasma da cê 

lula tireoidiana. Uma vez proteolisada, a tireoglobulina dá origem a 

dois aminoácidos hormonais, e e dois residuais sem ação metabõli 

ca, MIT e DIT. 

A e Tj são lançadas na circulação, provavelmente, 

através de sistemas de transportes específicos o mesmo não acontecendo 
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com a MIT e DIT que, sendo resíduos portadores de iodo, devem ser desa 

logenados num mecanismo útil de poupança de iodo. 

Os únicos produtos de secreção conhecidos são as ti 

roninas iodadas, que circulam no plasma ligadas a várias proteínas. A 

principal proteína carregadora de e ê uma globulina que foi denc-

minada TBG . Uma pequena fração hormonal permanece livre em circula 

ção. 

A concentração das frações livre e ligada segue a 

lei da ação das massas. A fração livre que penetra na célula liga-se, 

provavelmente, às proteínas intracelulares e ê liberada, paulatinamente, 

para a degradação. Entre os vários padrões de degradação o mais aceito 

é o da desalogenação total e simultânea de e concomitantemente a 

sua ação metabólica. Liberado dessa maneira, o iodeto livre difunde-se 

para o espaço extracelular de onde ê novamente retido pela tireóide ou 

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

Parte dos hormônios circulantes ê excretada pela bi 

le sob diversas formas de conjugação e de degradação. Uma vez no lúmem 

intestinal esses compostos podem ser metabolizados de diversas maneiras, 

e serem reabsorvidos, estabelecendo-se então uma circulação enterohepãti 

ca. 

"Thyroxine binding globulin" 



5 

CAPITULO II 

HISTÓRICO 

l o Metabolização dos hormônios tireoidianos 

1.1. Conjugação 

1.1.1. Conjugação hepática 

Kendall (31) em 1919 demonstrou que o cão injetado in 

travenosamente com 200 mg de T^ eliminava na bile iodo orgânico. Essa 

foi a primeira demonstração da importância do fígado na excreção da T^, 

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

Krayer (32) em 1928, Asimoff e col.(3) em 1931,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^ era excretada, na bile , 

sem sofrer modificações„ 

Clayton e col.(14) em 1950 evidenciaram que na bile 
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de gato após administração de T^- I, o montante da radioatividade ex 

cretada se dividia igualmente em Tj e iodeto. 

Devido aos métodos empregados não foi possível detec 

tar na bile os compostos relacionados com a metabolização da T^. Com a 

introdução de métodos mais sensíveis de separação e detecção Taurog e 

131 

col» (62) em 1951, administrando L-T^- I de alta atividade específi 

ca, em ratos, estudaram por cromatografia em papel, os compostos elimi 

nados na bile, tendo evidenciado um composto que continha a maior por 

ção da radioatividade total (composto U), além da , iodeto e um outro 

metabõlito desconhecido. 

Os mesmos autores (63) em 1952 estudaram a natureza 

* ~ 131 
química do composto U. Apôs a injeção em ratos da L-T^- I e cromato 

grafia em papel da bile, separaram o referido composto e o submeteram ã 

vários tipos de hidrólise. Êle não se mostrou hidrolisãvel pelas enz:L 

mas tipo tripsina, carboxipeptidase, quimotripsina, extrato pancreático 

e nem se alterava quando colocado em contacto com a mucosa intestinal . 

Entretanto, esse composto era facilmente hidrolisãvel pelo Ba(OH)2.8H20, 

pelo conteúdo do intestino grosso e delgado do rato, bem como pela 8 -

glucuronidase em 30' em pH 7,0. A partir desses experimentos conclui 

ram que o composto U seria um glucuronidato de T^. Esse composto que 

era excretado pela bile, não se encontrava nas fezes dos referidos ani_ 

mais. 

Taurog (60) em 1953 realizou estudo mais pormenoriza 

do da conjugação e excreção da Tj, tendo obtido os mesmos resultados de 

sua publicação anterior (63), sugerindo que o composto U seria hidroli 
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sado durante sua passagem pelo tubo gastrintestinal do rato. A hidró 

lise do referido composto, pela 8-glucuronidase esplénica, era comple 

-3 

tamente inibida pelo sacarato acido de potássio 10 M. A partir destas 

observações o autor concluiu que o composto ü era um glucuronidato de T̂ , 

que seria uma das formas de metabolização hepática do hormônio. 

Os trabalhos de Lloyd e col. (38) não são concordes 

com os achados de Taurog, quanto ã natureza química do composto U. Ague 

les autores, trabalhando com bile de rato, que havia recebido radioa 

tiva, isolaram cromatogrãficamente um conjugado, que apôs hidrólise pe 

la 8-glucuronidase dava como produto final a 3 , 3 " A hipótese 

de que este composto fosse um artefato de técnica proveniente da desalo 

genação, ocorrida durante o tratamento químico, foi abandonada, visto 

que nas experiências controles não se obteve : 3/3',5-T.j durante a hidró 

lise da T^. 

Outra forma de metabolização dos hormônios tireoidia 

nos seria a sua sulf©conjugação que foi estudada por Roche e col.(48) , 

131 

em ratos tireoidectomizados, usando como traçadores, a 3/3' ,5-T3( I) 

35 

e Na2S0^ ( S)o Separaram e identificaram, na bile, sulfatos de T^, 

éster sulfúrico de (este também encontrado no plasma) (52) e um meta 

bolito desconhecido. 

1.1.2. Outros locais de conjugação da T^. 

A conjugação da e/ou com ácido glucurônico pelo 

mecanismo microssomal requer ácido glucurônico uridina difosfato(UDPGA) 

presente nas células hepáticas. 
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A constatação de conjugados hormonais circulantes, na 

ausência do tecido hepático, permite postular a existência de um siste­

ma enzimático específico para a glucurono-conjugação em outros tecidos. 

Flock (18) em 1955 estudou o metabolismo da e da em ratos evisce­

rados. A veia cava era cirurgicamente ligada abaixo dos rins,sendo que 

uma circulação colateral adequada era estabelecida. Foram removidos o 

fígado, estômago, intestinos, pâncreas e baço. No animal assim prepara 

do, foi verificada a existência de conjugados hormonais no plasma,na uri 

na, e nos tecidos restantes. A atividade biológica desses conjugados e 

a importância fisiológica da conjugação da Tj é desconhecida. 

Segundo Flock e col.(19) o fígado não é essencial pa 

ra a sulfoconjugação dos hormônios tireoidianos, nem para a parcial de 

síodação da T^, que ocorre durante a formação da 3,3',5-T2, porque am 

bos são facilmente sintetisados pelo cão hepatectomizado. Foi verifica 

do que no cão normal a quantidade de glucurono-conjugado é maior que a 

de sulfoconjugado, enquanto que no cão hepatectomizado, ambos são excre 

tados em igual quantidade. 

1.2. Degradação 

Além da glucuronização e sulfatação da outras vias de meta 

bolização foram descritas. Assim, após a administração da e/ou T^, 

"in vivo", verificou-se que a bile continha derivados parcialmente de 

siodados ou desaminados dos hormônios tireoidianos, tanto na forma li 

vre quanto na conjugada. 

Roche e col. realizaram estudo bastante completo sobre os me 



9 

tabólitos dos hormônios tireoidianos excretados na bile. Verificaram , 

preliminarmente que, na bile de ratos tireoidectomizados, a 3,3',5-Tg 

era eliminada sob a forma conjugada (53). Posteriormente, analisando a 

urina e a bile de ratos normais, os referidos autores encontraram os se 

guintes metabólitos: 

a) na bile, o ácido 3,3' ,5-triiodotireopirúvico derivado da 

3,3*, 5-T2 e na urina o ácido 3,3!, 5,5'-tetraiodotireo 

pirúvico derivado da T^. A possibilidade da existência de ambos, tanto 

na urina, quanto na bile não foi excluída (55); 

b) o ácido 3,3', 5-triiodotireoacêtico encontrado na bile, 

sendo que o mesmo poderia ser um metabólito da que se 

formaria nas células hepáticas (40). 

A desalogenação acoplada ã sulfatação da T^, como outra via 

de metabolização hepática, foi também estudada por esses autores (49) . 

Assim, apôs administração da e Na2SG*4 radioativos, a bile de ratos 

continha um derivado sulfatado e desalogenado da Tj, identificado como 

sendo o sulfato de radioativo. Foi postulado para este composto um 

papel importante, tanto na transferência quanto na reserva de T^. 

Flock e col. (20) em 1963 administrando radioativa em ratos, 

mostraram uma desalogenação mais completa deste composto. Assim verifi 

caram a existência, na bile, de sulfo e glucurono-conjugados de T?2 e de 

T 3. 

Para comprovar que os diversos compostos excretados na bile. 
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derivados da T^, eram produtos do metabolismo normal do hormônio, Roche 

131 

e col» (51) administraram Na I em ratos, para estudar o metabolismo cte 

tes compostos endógenamente formados, já que nas experiências anterio 

res, foram utilizadas T^ e exógenas» Assim, os hormônios circulan 

tes e seus metabõlitos seriam provenientes do próprio animal em experi 

ência. Por este procedimento confirmaram que a sulfo e a glucurono-con 

jugação da e da eram vias normais do metabolismo dos hormônios ̂en 

do os mesmos encontrados na bile» Analisando o plasma, a urina e a bi 

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

rivados acéticos dos hormônios tireoidianos (50). 

A 3,3', 5-triiodotireoamina foi também encontrada no intesti 

no do rato (47) após a administração de dose fisiológica de 3,3', 5-T^, 

demonstrando-se que os hormônios tireoidianos podem ser descarboxi lados 

"in vivo"o Como esta descarboxilação é via normal de degradação dos 

aminoácidos pelas bactérias intestinais, é provável que o referido com 

posto, ausente na bile, seja formado no intestino, a partir dos honro 

nios livres ou conjugados. Foi postulado que este composto seria um de 

rivado do éster sulfúrico de T^ pela ação da aril-sulfatase bacteriana. 

A DIT também foi encontrada na bile de ratos e de indivíduos 

131 

normais, apos administração de T^- I (9). Wynn e col.(64) estudando 

os produtos de degradação da "in vitro" pelos microssomas de fígado 

de rato evidenciaram a DIT na fração da bile solúvel em butanol. 

Um esquema simplificado e resumido de algumas etapas metabõli 

cas dos hormônios tireoidianos ê apresentado na Figura 1. 
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2° Circulação enterohepática 

Parece estar bem estabelecida a existência de um ciclo enterohepãti 

co para a T^. Esta parece ser eliminada por via biliar,primordialmente, 

sob a forma conjugada e sofreria uma hidrolisa enzimática no lúmen intes_ 

tinal, sendo reabsorvida sob a forma livre* 

Cálculos baseados na velocidade de excreção dos hormônios tireoidia 

nos endógenos pela bile e na velocidade de liberação do hormônio pela 

glândula tireóide, indicam que uma significante fração do hormônio é 

excretada por via biliar, possivelmente 50%. Assim, se toda a fosse 

subseqüentemente eliminada nas fezes, a tireóide deveria secretar quase 

o dobro da quantidade de hormônio normalmente necessária, para suprir 

as necessidades metabólicas dos tecidos. Portanto considera-se que uma 

parte do hormônio excretado na bile seja posteriormente reabsorvida no 

intestino» 

Albert e col» (1), administrando a ratos, demonstraram que a ra 

dioatividade fecal excretada era menor que a biliar. Pelo cálculo das 

diferenças de radioatividade biliar e fecal concluiram que a circulação 

enterohepática era de considerável magnitude. Ã parte de uma certa va 

riabilidade nas proporções reabsorvidas pelo intestino, estes resulta­

dos foram confirmados pela maioria dos autores. 

Diversas tentativas têm sido realizadas para o estudo da absorção 

intestinal dos hormônios tireoidianos diretamente, "in vivo" e "in vi 

tro". 

Evidências de que a T, e a T. são absorvidas "in vivo" são deriva 
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das das respostas terapêuticas. Estas foram obtidas pela administração 

destes hormônios a indivíduos hipotireoidianos por via oral. 0 estudo 

dessa absorção utilizando preparações "in vitro" foi realizado por Al 

bert e col. (2) com radioativa. Nessas experiências constataram que 

20% do hormônio eram absorvidos pelo intestino delgado e 25% pelo gros_ 

so. 

De acordo com Chung e col. (11) a absorção da pelas alças intes 

tinais do íleo ê maior que pelas do duodeno e jejuno. 

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

trõgira de eram igualmente absorvidas pelo intestino do rato. 

Experimentalmente pode-se avaliar as diferenças de absorção intesti 

nal entre a livre e conjugada, reproduzindo-se condições as mais pró 

ximas possíveis das fisiológicas. 

Estas diferenças podem ser aquilatadas pelos dados fornecidos pelos 

trabalhos de Briggs e col. (10). Estes autores, infundindo bile de ra 

to que tinha recebido radioativa (que portanto deveria ter grande 

quantidade de T 4 conjugada) no duodeno de outro rato, verificaram que a 

absorção era menor (25 a 35%) comparativamente aos resultados obtidos 

quando infundiam radioativa misturada com bile não radioativa (41 a 

68%) „ Verificaram também que o conjugado de radioativa eluído, após 

a sua separação cromatográfica da bile, quando adicionado â bile não 

radioativa apresentava uma absorção menor (24 a 40%) que a livre. 

Chung e col.(12) estudaram a bsorção da T. pelo íleo e cólon de ra 
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tos "in vivo", na presença de variáveis fisiológicas tais como : caneen 

tração de T^, dieta e flora intestinal. Em urna hora, menos de 40% da 

dose de foram absorvidas pelas alças do intestino guando estas eram 

previamente lavadas, independentemente da dose administrada. Cornparati 

vãmente, a absorção era maior no rato mantido em jejum e livre de ger 

mes intestinais que naqueles alimentados e intactos. Éste trabalho e 

aqueles de Cottle (16) e Herz (28) sugerem que o mecanismo de transpor 

te da T 4 do lumen intestinal poderia envolver uma difusão passiva de 

uma forma livre de presente no lúmem intestinal. 

Pelas diferenças de absorção da Tj pelas alças intestinais intactas 

e pelas alças intestinais isentas de germes pode-se concluir que as pro 

teínas endógenas plasmáticas são continuamente transportadas para o lú 

mem do trato gastrintestinal a estas proteínas juntamente com os resí 

duos alimentares insolúveis e a flora intestinal, limitariam a absorção 

da Tj. Foi sugerido que a livre, no lúmem intestinal, seria a fra 

ção primária disponível para a absorção. 

0 acumulo de radioatividade pelo fígado é geralmente observado nas 

131 

experiencias em que se utiliza T^- I exógena mesmo quando esta e 

administrada em dose pequena,, Em contraste, o fígado não concentra hor 

raonio endógeno, pelo menos no rato (27). fi questionável se as observa 

ções feitas com o hormônio exógeno, particularmente em relação ao meta­

bolismo no fígado, refletiria o destino normal do hormônio endógeno.Ten 

tativas para se confirmar a excreção biliar e fecal do hormônio tireoi 

diano marcado endógenamente em ratos, conduziram a resultados discordan 

tes quanto ã reabsorção intestinal. Segundo ̂ ryant (43), 30% da T^ bi 

liar eram reabsorvidos, enquanto que Cottle não encontrou reabsorção 
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intestinal do hormônio (15). 

Uma tentativa para esclarecer este problema foi realizada por Gal 

125 
ton e col. (23). Os referidos autores administrando I de atividade 

específica conhecida na dieta de ratos estabeleceram o equilíbrio isotõ 

125 131 

pico ( 1/ I). O iodo orgânico (ug/24 horas) foi dosado na bile e 

nas fezes, para a determinação da quantidade absoluta do hormônio. Pe 

los resultados verificaram que a quantidade de hormônio excretada nas 

fezes era maior que na bile, contrariando o conceito corrente da reab 

sorção intestinal. Entretanto as diferenças de técnica empregada em 

relação aos trabalhos anteriores, poderiam explicar estas discrepâncias. 

Segundo estes autores parece que a reabsorção intestinal da T 4 endógena 

não ocorre no rato, e ê compatível com a ausência de um sistema ativo 

de transporte para este hormônio através da parede intestinal (28).Exis 

tindo, ainda a possibilidade de que haja alguma transferência de T^plas 

mâtica para o intestino. 

Considera-se que somente a livre do soro ê utilizada pelos teci 

dos. Assim, a velocidade de remoção da mesma pelo fígado, deveria es 

tar relacionada com a concentração de hormônios livre circulante. Foi 

verificado que a administração do hormônio exógeno aumentava a quantida 

de de excretada na bile (41, 42). A administração de salicilato de 

sódio ou butil-4-hidroxi-3,5-diiodobenzoato, também aumentava a quanti­

dade de excretada na bile, pelo deslocamento da mesma dos locais de 

ligação nas proteínas plasmáticas. Flock (21) administrando salicilato 

de sódio, antes da injeção de radioativa, em ratos com fístula bi 

liar, verificaram que a maior parte da radioatividade na bile estava sob 

a forma de glucuronidato de T.. 
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A avaliação do grau de absorção ê dificultada quando são administra 

das doses traçadoras do hormônio. A absorção da radioatividade pode, 

meramente, refletir uma troca isotópica entre a radioativa adminis 

trada exõgenamente, e a endógena, ou uma transferência de iodeto radioa 

tivo. 

Embora a livre seja absorvida mais rapidamente que a forma coriju 

gada (10) os resultados obtidos nos estudos do transporte dos análogos 

da pelos intestinos invertidos de ratos (28), mostraram que a passa­

gem efetiva do hormônio através da parede intestinal era dependente da 

formação de glucuronidato dentro da parede interna do intestino inverti 

do. A absorção parece ser dependente da concentração de hormônio livre 

em ambos os lados da parede. Nas condições normais, a concentração de 

hormônio endógeno no intestino seria insuficiente para promover um si£ 

nificante gradiente de concentração e, assim, toda a biliar seria eli 

minada nas fezes. Entretanto, quando a concentração de hormônio no in 

testino é aumentada, pela introdução de Tj exógena no lúmem,diretamente, 

ou através da bile, uma considerável absorção de poderia ocorrer. 

3. Métodos utilizados para a separação dos aminoácidos iodados. 

Em todos os trabalhos citados, com exceção daqueles realizados por 

Flock e col. (19, 20), que utilizaram coluna de sílica gel e os de Forth 

e col. (22), que estudaram uma fração da bile em colunas de DEAE-celulo 

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

A boa especificidade desse procedimento é indiscutível, para a iden 

tificação dos compostos iodados em análise» Falha, porém, essa método 
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logia no tocante ãs quantidades de substâncias a serem separadas, o que 

limita sua aplicação a materiais biológicos tais como, fezes e bile,vis_ 

to que a quantidade de "impurezas" como pigmentos e lipídeos é bastante 

significante. 

A cromatografia em coluna, utilizando meios suportes como resinas tro 

cadoras de íons, DEAE-celulose,amido,celulose, tem sido largamente apli 

cada a materiais biológicos, como soro, plasma, urina e hidrolisado de 

tireóide, como também para a purificação e verificação da homogeneidade 

da tireoglobulina. 

A separação dos aminoácidos iodados de hidrolisado de tireóide (de 

diferentes animais) foi realizada em diversos tipos de fase estaciona -

ria. Assim, a sílica gel foi utilizada por Gross e çol. (25); o amido 

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

Blanquet e col.(5) sugeriram pela primeira vez a utilização de resi 

na de troca iônica (Dowex 1 e 2) para a separação dos aminoácidos ioda 

dos do soro. Essa metodologia com algumas modificações tem sido apli 

cada para diversos materiais biológicos. Assim, Lissitzky e col. ( 37 ) 

utilizaram-na para a análise do hidrolisado de tireóide de rato; Roche 

e col. (54) para a tireoglobulina de porco e Galton e col.(24) para a 

tireóide de camundongo. A resina Dowex 50 x 2 associada â Dowex 1x2 

foi utilizada por Blanquet e col. (6) para a separação dos aminoácidos 

iodados do plasma e a Dowex 50 W por Block e col. (8) para o fracionamen 

to das proteínas tireoidianas digeridas. 

A homogeneidade da tireoglobulina de animais tem sido analisada em 
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DEAE-celulose por vários 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 análises a recuperação do material colocado na colu 

na de DEAE-celulose era muito baixa. 

Desde 1962 o gel de Sephadex vem sendo amplamente utilizado para a 

separação dos compostos iodados de diversos materiais biológicos. 

Lissitzky e col. (36) mostraram que a filtração em gel de Sephadex 

G 25 M possibilitava a separação de MIT, DIT e iodeto das tironinas io 

dadas livres. O método foi aplicado para determinação quantitativa da 

distribuição da radioatividade nos compostos iodados do soro de pacien 

tes após dose de Na13"*!. A metodologia foi também aplicada no hidroli 

sado de tireóide de rato. O soro "in natura" foi filtrado em Sephadex. 

A ligada ãs proteínas, o iodeto, a MIT e a DIT (eluídas nesta seqüen 

cia) eram separadas das tironinas iodadas livres, que ficavam retidas 

no gel. Estas eram posteriormente eluídas com AA. 0 método apresenta 

va boa reprodutibilidade. Este método foi modificado pelos autores(35) 

para a separação das tironinas iodadas das ligações com as proteínas.As 

sim, introduziram na metodologia a digestão enzimática prévia do soro 

com papaina. A e/ou T^, que se liberavam, ficavam retidas na coluna 

e eram eluídas conjuntamente com AA e separadas posteriormente por cro 

matografia em papel. 

Investigações das funções da glândula tireóide pela determinação 

da relação entre a T.. livre e ligada âs proteínas do soro (45). 

Liewendahl e col. (34) separaram o iodeto livre da T.- I, sendo o 
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método aplicado como etapa acessória para a determinação da iodemia pro 

têica. 

Clark e colo (13) verificaram que alguns fatores físico-químicos (nao 

tireoidianos) influenciavam a dissociação da radioativa do soro, du 

rante a gel filtração. Esses fatores eram importantes, quando a método 

logia era utilizada para a avalização da função da tireóide. 

Hocman (29) realizou uma análise crítica sobre a separação da 1^ li 

vre e ligada âs proteínas. Verificou-se que a era degradada esponta 

neamente em iodeto, como também apresentava pequena adsorção irreversiC 

vel no gel. A forma e o tamanho da coluna influenciavam a proporção re 

lativa dos compostos separados. 

Determinação de hormônios livres no soro mesmo na presença de con 

trastes radiológicos iodados (7). 

Makowetz e col. (39) realizaram a separação e a determinação dos 

hormônios tireoidianos, na ordem de nanograma, baseados nas proprieda 

des do Sephadex. Utilizaram Sephadex G 25 fino com a separação de T^da 

T 4 em uma só etapa. 

PROPÓSITO DO TRABALHO 

O estudo da bile e do conteúdo intestinal em compôs 

tos iodados sempre foi, grandemente, prejudicado pela falta de uma boa 
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técnica de separação e quantificação, visto que, nas análises cromato 

gráficas em papel, apenas pequenas quantidades destes materiais podiam 

ser analisados. Era fator agravante a baixa atividade radioativa recu 

perada nos extratos a serem analisados principalmente quando se traba 

lhava com fezes. 

A utilização do gel de Sephadex na separação dos cm 

postos iodados séricos por Lissitzky e col. (36) nos levou a testar a 

capacidade separadora do mesmo material para os produtos biliares e con 

teúdo intestinal, visando a possibilidade de se poder trabalhar com ma 

ior quantidade de produtos biológicos e identificar com maior precisão 

os seus componentes iodados, bem como verificar alguns dados sobre o me 

tabolismo enterohepático da radioativa. 

Portanto, este trabalho em resumo se propõe a : 

1. Estudo da separação dos compostos iodados fe 

cais e biliares por filtração em gel de Sepha 

2. Apresentação de alguns dados do metabolismo he 

pato-intestinal de no rato, obtidos com a 

aplicação desta técnica de separação. 
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CAPITULO III 

MATERIAIS E MÉTODOS 

1. Material biológico 

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

no biotêrio do Instituto de Energia Atômica, sob dieta normal, com piso 

médio de 250 a 300 gramas. 

A T 4 radioativa foi administrada ao rato, por via intraperitonial , 

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

Os animais utilizados foram divididos em três grupos : 

* 

a) gripo de 4 ratos, cada um dos quais recebeu uma dose única de 

125 
70 uCi de T 4~ I, com atividade específica de 55 uCi/yg) de T^. 

-125 

b) grupo de 2 ratos, cada um dos quais recebeu 70yCi de T^ I,apos 

adição de 400 yg de T., o que reduziu enormemente a atividade 
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específica do produto administrado (0,137 uCi/yg). 

c) um terceiro grupo de 2 ratos, cada um dos quais recebeu uma dose 

125 ~ -
única de 30 yCi de T^- I, apos a percolação em resina anionica 

forte (Amberlite IRA 400) sob a forma de cloreto para a eliminação do 

125 

iodeto livre. A I foi a seguir eluída com soro humano normal-Bor 

tanto, a radioativa foi injetada neste último grupo em associação 

com soro humano. 

1.1. Coleta da bile 

A coleta da bile foi feita, nos ratos,por cateterização do co 

lédoco, com tubo de polietileno de 0,5 mm de diâmetro interno, sob anes 

tesia com pentobarbital sódico (0,2 a 0,3 ml) intraperitonial. A cânu 

la foi inserida no duto biliar, o mais próximo possível do fígado, como 

foi sugerido por Taurog (60), para não haver diluição da bile com o su 

co pancreãtico. 

A maioria dos animais foi canulada antes da administração do 

material radioativo e, imediatamente, foi iniciada a coleta da bile. Em 

alguns animais, procedeu-se a canulação 24 horas após a dose de ra 

dioativa. Obteve-se, assim, uma bile precoce e outra tardia. Em todas 

as experiências foi realizada, em média, uma coleta contínua da bile, 

de 10 horas, sendo os animais mantidos anestesiados, administrando - se 

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

1.2. Coleta do conteúdo intestinal 
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Para a coleta do conteúdo do intestino delgado e grosso,foram 

-utilizados ratos nos quais não houve canulação biliar. Os ratos foram 

sacrificados 24 horas após a administração da radioativa. Afim de 

evitar a mistura do conteúdo das diversas porções intestinais, pela ma 

nipulação, elas foram previamente amarradas. Cada porção foi secciona 

da e cuidadosamente lavada com solução fisiológica para a retirada das 

possíveis contaminações com sangue. 0 conteúdo intestinal de cada por 

ção foi obtido por lavagem. 

No presente trabalho foram utilizados o duodeno, o íleo e o 

reto. 

1.3. Tratamento do material biológico 

Um volume adequado de bile foi acidificado com í^SO^ a pH 

1,0. Foram feitas 4 extrações sucessivas, com igual volume de n-buta-

nol, acertando-se o pH, após cada extração. Os extratos foram reunidos 

e o pH foi elevado entre 9 e 10 com NaOH 10%, para que não houvesse de 

siodação dos compostos iodados, o que poderia ocorrer em meio ácido.Sob 

corrente de nitrogênio e aquecimento entre 35 a 40°C, o n-butanol foi 

evaporado até obtenção de um extrato seco, totalmente isento de solven 

te, isto porque este poderia interferir na posterior gel filtração em 

Sephadex. O extrato seco foi dissolvido em água destilada e acertou-se 

o pH com H 2S0 4 10%. 

O conteúdo de cada porção intestinal foi também submetido ao 

tratamento descrito para a bile. 
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2' Métodos analíticos 

2.1. Gel filtração 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 separação dos compostos ioda 

dos do soro, introduzindo-se na metodologia original algumas modifica 

ções. 

Usou-se uma coluna de vidro de 40 cm de altura e 2,5cm 

de diâmetro interno, com afunilamento na parte inferior, onde foi adap_ 

tado um tubo de borracha ligado a uma pipeta de Pasteur para o controle 

do fluxo de saída do percolado e, logo acima da parte afunilada, colo­

cou-se lã de vidro para a retenção do gel. A coluna foi cuidadosamente 

alinhada na vertical. 

Em 120 ml de agua destilada foram colocados 35 g de 

Sephadex G 25 M, sob agitação, deixando-se a mistura em repouso durante 

24 horas (4°C) afim de permitir um entumescimento homogéneo do gel. 

Os grãos mais finos, que permaneceram sobrenadantes, foram eliminados 

por decantação. O gel entumescido foi colocado na coluna até atingir 

o nível de 20 cm, sob agitação constante para que não houvesse formação 

de bolhas de ar o que produziria uma solução de continuidade da coluna. 

A horizontalidade da superfície do leito da coluna foi 

mantida com um disco de papel de filtro de dimensão igual ao diâmetro 
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interno da mesma. 0 gel foi equilibrado com uma solução tampão de TRIS-

HC1, 0,05 M de pH 7,4, percolada através da coluna durante varias horas. 

Um nível líquido de mais de 2 cm foi constantemente mantido acima da 

superfície do gel. 

2.1.2. Gel filtração em Sephadex G 25 M 

Um volume adequado de bile ou extrato fecal, foi cuida 

dosamante colocado, com uma pipeta, na coluna de Sephadex. Iniciou -se 

a coleta das frações numa velocidade de 1 ml/minuto. Após a penetração 

total do material no gel, a parede da coluna foi lavada, 4 vezes, com 

5 ml de tampão, esperando-se sempre que o mesmo penetrasse totalmente no 

gel. A seguir foram adicionados, paulatinamente, 120 ml de tampão de 

TRIS-HC1 e a velocidade de saída foi novamente controlada para 1 ml/mi­

nuto. Após a percolação dos 120 ml de tampão, pela coluna, (que retira 

sucessivamente, proteínas iodadas, iodeto e tirosinas iodadas, se exis 

tentes), introduziram-se 80 ml de AA (que promove a eluição das tironi-

nas iodadas livres). Finalmente a coluna foi percolada com 80 ml de 

NHL OH 2N. 
4 

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

* 

temático em tubos especiais de 15 x 110 mm, e a radioatividade deter­

minada em contador automático de "poço" dotado de um cristal de Nal(Tl) 
** 

de 2 x 2 polegadas. 

ai 
* ARTHUR THOMAS 

** AUTOMATIC GAMMA COUHTBJG SYSTEM - NUCLEAR CHICAGO CORPORATION 
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O tempo de contagem, para cada amostra, foi variável 

de 1 a 10 minutos, dependendo da atividade radioativa de cada uma. No 

caso das frações com atividade muito baixa, um tempo maior de acumulo 

de contagens foi utilizado, para haver diminuição do erro estatístico 

nas contagens. 

Construiu-se um gráfico para cada experiência, lançan 

do-se nas abcissas as frações coletadas e nas ordenadas as contagens das 

mesmas em função do tempo. 

2.2. Tratamento das frações obtidas na gel filtração em Sephadex 

Afim de se preparar as diversas frações obtidas na filtração 

em gel de Sephadex, para a cromatografia em papel, cada uma foi manipu 

lada convenientemente como se segue : 

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

a 40°C (sob corrente de nitrogênio para evitar a oxidação). 

Na fração 3, além dos compostos iodados, os pigmentos e os li 

pídeos são eluídos concomitanteirente pelo solvente orgânico utilizadora 

gel filtração em Sephadex. Estas "impurezas" iriam interferir na pos_ 

terior cromatografia em papel. Para sua eliminação, uma amostra da fra 

ção 3 foi misturada com igual volume de NH^OH 2N num funil de separação 

e agitada. Apôs a separação das duas fases, a inferior (aquosa) foi 

recolhida. Em seguida foram realizadas mais duas extrações, com meta 

de do volume originariamente empregado, para garantir a extração total. 

(As"impurezas" permanecem, na sua maior parte, no solvente orgânico, en 
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quanto que a e são extraídas pela fase aquosa). As 3 fases foram 

reunidas e concentradas por aquecimento entre 30 a 40° C sob corrente 

de nitrogénioo 

Os extratos assim obtidos foram eluídos com um volume mínimo 

(0,1 a 0,2 ml) de metanol:amónia (99:1:'. Estas soluções 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 papei foi utilizada com dois propósitos: 

1. Para identificação dos compostos iodados, previamente sepa 

rados pela filtração em gel de Sephadex. 

2. Para separação das tironinas iodadas (T̂  e T^) eluídas con 

comitantemente da coluna de Sephadex. 

Foi utilizada a cromatografia em papel VJhatman n<?3, monodimen 

sional, descendente, com os seguintes sistemas de solventes: 

a) sistema (1): 

n-butanol:acido acético:água (4:1:5). 

Os componentes foram colocados, na proporção acima citada, 

em um funil de separação e em seguida a mistura foi agitada para a sa 

turação do solvente orgânico com agua. Para a separação das fases a 

mistura foi deixada em repouso durante 4 horas. Por esse processo obti 
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veram-se 2 fases: uma, a butanólica que foi utilizada como fase móvel 

e a outra, como fase estacionaria; 

b) sistema (2): 

2,4,6-coiídina:água (100:35) em ambiente de NH^OH. 

A coiidina e a ãgua foram misturadas na proporção indicada 

acima e utilizadas como fase móvel. O NH^OH colocado na parte inferior 

da cuba serviu como fase estacionaria; 

c) sistema (3): 

n-butanol: NH^OH 2 N (1:1). 

Em um funil de separação, o n-butanol e o NH^OH 2 N foram 

colocados na proporção acima citada. Apôs agitação da mistura para sa­

turação do solvente orgânico com ãgua, a mistura foi deixada em repouso 

durante 4 horas e as duas fases obtidas foram separadas. A butanólica 

foi usada como fase móvel e a aquosa como fase estacionaria. 

Cs padrões não radioativos, MIT, DIT, Nal, T 3 e foram utili 

zados separadamente para a determinação dos respectivos Rfs nas con­

dições experimentais, nos respectivos sistemas de solventes empregados. 

Da solução, preparada como será descrita em "Reativos e solventes" (pg 

31 ), foram empregados 40 yl para cada análise. 

A mistura de padrões não radioativos, num volume de 40 yl fo 

ram cromatografados, conjuntamente e paralelamente, com a amostra a ser 

analisada. Como a substância radioativa, em função da massa, estava ps 

sente em concentração muito baixa, os padrões não radioativos desempe 

nhavam o papel de "substância carregadora" que poderiam ser revelados 
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quimicamente o 

Os cromatogramas, assim preparados, foram levados â cuba croma 

togrâfica, que continha somente a fase aquosa na parte inferior,afim de 

permitir saturação do papel com a fase estacionaria. Apôs 5 horas, cq 

locou-se o solvente na cubeta através de \m orifício superior da cuba, 

sem que a mesma fosse aberta, para não haver ratpimento do equilíbrio 

previamente estabelecido» 0 tempo de desenvolvimento cromatogrãfico va 

riou de 15 a 20 horas. Apôs o desenvolvimento dos cromatogramas eles 

foram secados sob corrente de ar quente. 

Os padrões não radioativos foram localizados no cromatograma -

por meio de reações químicas. Para os compostos com agrupamentos feno 

licos foi utilizada a reação de Pauly e na identificação do iodeto de 

sódio, o cloreto de paládio. 

Após a "revelação química", os cromatogramas foram novamente -

secados e recortados em tiras de 1 cm de largura. A radioatividade de 

cada tira foi determinada em contador automático de poço dotado de um 

cristal de cintilação de Nal(Tl) de 2 x 2 polegadas. 

2.4. Hidrólise enzimática dos compostos iodados biliares e fecais. 

Algumas frações (Figura 2) foram submetidas ã hidrólise enzima 

tica com 8 -glucuronidase e submetida uma outra vez ã filtração em gel 

de Sephadex, afim de se determinar a constituição química das mesmas.Pa 

ra isso foram utilizadas 5000 unidades de $ -glucuronidase para cada 5 

ml de solução. A fração a ser analisada era tampona com acetato de pH 
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6 - GLUCURONIDASE B-GLUCÜRONIDASE 

SEPHADEX SEPHADEX 

SUB-FRAÇÃO 1 SUB-FPAÇÃO 3 SUB-FRAÇÃO 3 

FIGURA 2 Esquema simplificado dos procedimentos a que foi submetido 

a bile na tentativa de identificação das diversas frações. 

Verifica-se que pelo tratamento com a 8-glucuronidase a 

fração 1 é decomposta em parte, dando origem a uma sub-fra 

ção, que passa a ser eluída com AA (süb-fração 3). A fra 

ção 4, pelo mesmo tratamento, passava a se comportar quase 

que totalmente como sub-fração 3. 
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4,5 e a hidrõlise era realizada a 37°C durante 15 horas. 

3. Reativos e solventes 

1. Tampão de TRIS-HC1, 0,05 M, pH 7,4 

125 ml de tris (hidroximetil) aminonetano 2M 

105 ml de solução de 6,1 ml de HCl/lOOOml de água 

água destilada, q.s.p. 500 ml. 

2. Reativo de Pauly. 

A. solução de NaNC^ 5% 

B. solução de ácido sulfanílico < 

4 g de ácido sulfanílico 

90 ml de HC1 concentrado 

900 ml de água destilada 

C. solução de Na2CO310% 

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

ção. A seguir adicionar igual volume da solução C. 

3. Padrões não radioativos 

A. solução da mistura dos padrões não radioativos : 1 mg de MJT, 

1 mg de DIT, 1 mg de Nal, 4 mg de T^, 4mg de T^ em 2 ml. de 

NH.OH 2 N. 

B. solução dos padrões utilizados separadamente : 1 mg de MIT 

em 2 ml de NH.OH 2 N ; .1 mg de DIT em 2 ml de NH.OH 2 N 



32 

1 mg de NaI em 2 ml de NH^OH 2 N; 4 mg de T 3 em 2ml de NH4OH 2 N 

4 mg de T 4 em 2ml de NH^OH 2 N. 

4. Drogas empregadas. 

125 

- L-Tirox±na- I, com atividade específica de 55 yCi/ug de 

tiroxina e atividade de 0,5 mCi/nu., procedente da Amershan 

Searle Corporation, EUA. 

- Monoiodotirosina e Diicdotirosina - procedentes da Nutritio 

nal Biochemical Corporation, Cleveland, Ohio, EUA. 

- L-3,3', 5-triiodotironina sódica e L-3,3',5,5'-tetraiodotironi 

na sódica - procedentes da Calbiochem, Los Angeles, California 

EUA . 

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

- 3 -glucuronidase (Ketodase) com 5000 unidades/ml. Derivada de 

fígado 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 - São Paulo. 

- Todos os demais reagentes empregados foram prõ-análise. 
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CAPITULO IV 

RESULTADOS 

1. Estudo da bile 

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

Para a verificação 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^- I por via intraperitonial. 

Obtiveram-se, consistentemente, 4 frações de radioatividade , 

sendo a distribuição percentual da radioatividade a seguinte : (Figura 

3) 

Fração 1 9,07% 

Fração 2 21,09% 

Fração 3 10,03% 

Fração 4 59,81% 
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1.2. Ctanportamento e identificação, por cromatografia em papel, 

dos compostos iodados biliares obtidos por filtração em gel 

de Sephadex. 

As diferentes frações, obtidas na gel filtração em Sephadex, 

foram cromatografadas em 2 sistemas de solventes; sistema (1) - n-B:Ac 

Ac:H20 e sistema (2) - col:H20(NH4OH), com exceção da fração 3, que foi 

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

Em todas as cromatografías os padrões não radioativos foram 

colocados juntamente com os compostos radioativos a serem analisados. 

A fração 1 do Sephadex analisada crornatogràficamente nos 

dois sistemas de solventes não pôde ser devidamente caracterizada. No 

sistema (1) a radioatividade distribuiu-se principalmente em dois picos: 

um que se localizou na origem e, outro com Rf semelhante, mas não idên 

tico â T 3 e/ou T 4 livres. No sistema (2), apenas uma pequena zona de 

radioatividade foi encontrada em correspondência com a T^, sendo que a 

maior parte localizou-se em regiões distintas dos padrões utilizados. 

Uma zona de radioatividade correspondente ao iodeto foi consistentemen 

te encontrada nas analises crornatogràficas em ambos os sistemas. Assim, 

a fração 1 obtida na gel filtração em Sephadex não pareceu ser constitu 

ida de e/ou livres. 

No sistema (2) a radioatividade correspondente ao iodeto foi 

de tal monta maior que aquela obtida no sistema (1), que permite postu 

lar nesta zona, a existência de dois compostos radioativos de Rfs serre 

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

fia em papel, comportou-se como iodeto livre. 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 análise cramatogrãfica'em papal nos dois sistemas de solven 

tes (n-B:AcAc:H20 e n-BiNH^OH) evidenciou que a fração 3 do Sephadex em 

constituída de T 3 e Tj. (Figuras 8 e 9). 

Quanto â radioatividade eluída na fração 4 do Sephadex,foi ve 

rifiçada que, no sistema (1), 65,86% da radioatividade total localiza 

ram-se na região entre a MIT e DIT. No sistema (2), 88,04% da radioati 

vidade localizaram-se também entre a MIT e BIT, isto ê, na região dos 

glucuronidatos, segundo os trabalhos de Taurog (60). O iodeto livre, 

também estava presente na proporção de 13,96% e 10,43% do total nos sis 

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

1.3. Gel filtração dos extratos butanõlicos biliares 

A extração da bile com butanol acidificado foi realizada com 

dois propósitos: 

1. Comparar os resultados obtidos na bile "in natura", cano 

também para verificar a possível existência de proteínas 

iodadas. 

2. Para poder se comparar, nas mesmas condições experimentais, 
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-os resultados obtidos com a gel filtração em Sephadex do conteúdo intes 

tinal. 

Em quatro extrações sucessivas o butanol acidificado extraia 

93,00% da radioatividade total. A fração da bile extraível pelo buta 

nol, foi filtrada em Sephadex. Verificou-se que o comportamento, duran 

te a eluição, era o mesmo, quando da utilização da bile "in natura", is 

to é, a eluição de 4 frações de radioatividade. 

A porcentagem relativa de radioatividade devida â fração 1 

foi ligeiramente menor, cerca de 4,93%, em relação a 9,07% obtida usan 

do-se a bile "in natura". (Figura 12). A presença desta fração foi en 

centrada em todas as gel filtrações dos extratos butanõlicos. 

A distribuição da radioatividade nas diversas frações foi a 

seguinte : (Figura 12) 

Fração 1 - 4,93% (desconhecida) 

Fração 2 - 26,71% (iodeto) 

Fração 3 - 15,59% (T3 e/ou T 4 livres) 

Fração 4 - 52,77% (T̂  e/ou conjugadas) 

Visto que a análise em cromatografia em papel, da fração 1 da 

bile "in natura", mostrava que uma parte da radioatividade permanecia 

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

A fração 1 do Sephadex da bile "in natura" foi extraída sepa 

radamente com butanol, tendo-se verificado que 15,00% permanecia insolü 
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ml, o que poderia ser devido as proteínas iodadas. 

Assim, a fração 1 poderia ser composta de proteínas iodadas 

e de metabõlitos derivados de e/ou T^. 

1.4. Gel filtração dos hidrolisados enzimáticos dos compostos ioda 

dos biliares. 

As frações 1 e 4 do Sephadex foram submetidas ã hidrólise en 

zimática com 3 -glucuronidase e os hidrolisados refiltrados em Sephadex. 

A refiltração em Sephadex da fração 1, após a hidrólise, mos 

trou a existência de 2 sub-frações principais: uma que permanecia inal 

terada e era eluída precocemente (sub-fração 1) e outra de menor ativi 

dade radioativa, que passava a se comportar como e/ou livres (sub 

fração 3). Uma pequena sub-fração de iodeto estava presente, provável 

mente, devido ã desalogenação ocorrida durante o processamento físico-

químico. Duvidosamente, pôde-se evidenciar uma pequena sub-fração cor 

respondente a conjugados (Figura 13). 

Assim, apôs a hidrólise e refiltração, a distribuição da ra 

dioatividade nas diferentes sub-frações passou a ser a seguinte: (Figu 

ra 13). 

Sub-fração 

Sub-fração 

Sub-fração 

Sub-fração 

1 - 53,95% (desconhecida) 

2 - 6,40% (iodeto) 

3 - 32,89% (T3 e/ou T 4 livres) 

4 - 6,76% (TU e/ou T^ conjugadas) 
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Comparar as Figuras 3 e 13. 

A fração 4 da bile "in natura", que havia se comportado na 

cromatografia em papel com glucuronidato de tironina, quando hidrolisa 

da e refiltrada em Sephadex mostrou que a quase totalidade da radioati 

vidade, passava a se comportar como T"3 e/ou T 4 livres (sub-fração 3).Pe 

quenas zonas de radioatividade inferiores a 10% foram encontradas cor 

respondentes a iodeto e a conjugados de tironinas (Figura 14). Assim, 

apôs a hidrólise e refiltração em Sephadex, a distribuição da radioati 

vidade nas diversas sub-frações passou a ser a seguinte: (Figura 14). 

Sub-fração 1 - 9,94% (desconhecida) 

Sub-fração 2 - 2,08% (iodeto) 

Sub-fração 3 - 78,79% (T3 e/ou T 4 livres) 

Sub-fração 4 - 9,19% (T3 e/ou T 4 conjugadas) 

Comparar as Figuras 3 e 14. 

1.5. Alteração percentual das frações biliares frente a uma sobre 

carga exógena de T 4 estável. 

De acordo com os trabalhos de Taurog (62) a capacidade hepáti 

ca de converter T 4 em glucurono-conjugado e limitada. Quando grandes 

doses de T 4 eram injetadas em ratos (420 yg) a maioria da radioatividade 

biliar passava a ser excretada durante as primeiras horas, como T 4 li 

vre. 

Afim de confirmar estes dados, utilizando-se a presente técni 
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ca, 400 ]ig de não radioativa, conjuntamente com doses traçadoras do 

125 

mesmo hormônio marcado com I foram administradas a ratos. Verificou 

se, confirmando os trabalhos anteriores, que a maior parte da radioatí 

vidade excretada, nestas condições, era devida ã tironinas iodadas li 

vres (fração 3), sendo que a devida a conjugados estava diminuida em re 

lação aos valores obtidos em ratos "intactos" (Figura 15). 

A distribuição da radioatividade nas diferentes frações foi a 

seguinte : (Figura 15) 

Fração 1 -- 8,01% (desconhecida) 

Fração 2 -- 15,25% (iodeto) 

Fração 3 -- 56,31% (T3 e/ou T 4 livres) 

Fração 4 -- 23,43% (T- e/ou T. conjugadas) 

Comparar as Figuras 3 e 15. 

2. Gel filtração dos extratos butanólicos dos conteúdos intestinais 

0 butanol acidificado extraiu 72% da radioatividade total em 4 ex 

trações sucessivas. Foram analisados os conteúdos intestinais do reto, 

do duodeno e do íleo. 

Em todas as análises da gel filtração em Sephadex, dos extratos bu 

tanôlicos dos conteúdos das diversas porções intestinais, foram obtidas 

4 frações de radioatividade. As porcentagens relativas das diversas 

frações variaram, dependendo da porção intestinal analisada. 
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Após a extração butanólíca e filtração em Sephadex do material obti 

do do reto, foi verificado que houve diminuição bastante significativa 

da radioatividade eluida na fração 4, indicando que os compostos ioda 

dos excretados na bile, na forma conjugada, seriam desoonjugados duran 

te o trânsito intestinal. Quanto â fração 3, a de hormônios livres, ve 

rificou-se que houve incremento de radioatividade, quando comparada com 

os resultados obtidos na bile. 

A distribuição da radioatividade nas diversas frações do Sephadex 

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

(Figura 16) 

Fração 1 - 16,87% (desconhecida) 

Fração 2 - 18,29% (iodeto) 

Fração 3 - 59,11% (T3 e/ou T 4 livres) 

Fração 4 - 5,73% (T̂  e/ou conjugadas) 

Comparar as Figuras 3 e 16. 

Esta distribuição não diferiu significantemente quanto âs frações 

2, 3 e 4, quando se utilizaram animais do grupo 3. Assim, foram obti 

das as seguintes porcentagens: (Figura 17) 

Fração 1 6,65% (desconhecida) 

Fração 2 24,19% (iodeto) 

Fração 

Fração 

4 

3 62,02% 

7,14% 

(T̂  e /ou livres) 

(T., e /ou T. conjugadas). 
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Para a determinação do local de desconj ugação foram analisados os 

conteúdos intestinais do duodeno e do íleo. De acordo com a técnica des 

cri ta em "Materiais e Métodos", os conteúdos intestinais obtidos separa 

damente, apôs extração com butanol, foram analisados por gel filtração 

em Sephadex. Assim, no duodeno a fração 3 (T̂  e/ou livres), que cor 

respondia a 22,59% da radioatividade total, no íleo, constituia-se de 

64,66%, demonstrando uma desconjugação hormonal. Inversamente, a fra 

ção 4 ( correspondente às tironinas iodadas conjugadas ), que no duode 

no correspondia a 35,68%, no íleo apresentava-se em uma proporção de 

5,26%. 

Comparar as Figuras 18 e 19. 



FIGURA 3. Gel filtração em Sephadex da bile (T^- I). 10 ml de bile (T^- I) "in natura" eluidas 

com 140 ml de tampão de TRIS-HC1, 100 ml de AA e 100 ml de NH^OH 2 N. Coluna de 2,5 x 20 cm. 

Velocidade de eluição de 1 ml/min. Foram coletadas frações de 4,5 ml. A radioatividade de 

cada fração foi determinada em contador automático de "poço" dotado de cristal de cintila 

ção de Nal (Tl). 



FIGURA 4. Distribuição da radioatividade na cromatografia em papel em n-B:AcAc:H20 do pico 1 corresponden­

te a Figura 3. 0 extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Métodos" foi eluído 

com 0,2 ml de metanol:amónia e 30 yl foram analisados conjuntamente com a mistura de padrões nao 

radioativos (MIT, DIT, Nal, e T^) nas proporções descritas anteriormente, em papel Whatman 

• n° 3. Sistema de solvente: n-í^AcÁc^O. Tempo de desenvolvimento: 15 horas. 0: origem, F:fron 

te. 
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FIGURA 5. Distribuição da radioatividade na cromatografia em papel em col:EL,0 (NH^OH) do pico 1 correspon 

dente à Figura 3. 0 extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Métodos" foi elui 

do com 0,2 ml de metanol:amónia e 30 yl foram analisados conjuntamente com a mistura de padrões 

não radioativos (MIT, DIT, Nal, e T^) nas proporções descritas anteriormente, em papel What_ 

man n9 3. Sistema de solvente: col: HjOÍNH^OH). Tempo de desenvolvimento: 20 horas. 0: ori­

gem, F: fronte. 



FIGURA 6. Distribuição da radioatividade na cromatografia em papel em n-B:AcAc:H20 do pico 2 corresponden 

te a Figura 3. 0 extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Métodos" foi eluído 

com 0,2 ml de metanol:amónia e 30 ul foram analisados conjuntamente com a mistura de padrões nao 

radioativos (MIT, DIT, Nal, T 3 e T^) nas proporções descritas anteriormente, em papel Whatman n° 

3. Sistema de solvente: n-B:AcAc:H90. Tempo de desenvolvimento: 15 horas, 0: origem, F:fronte. 
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FIGURA 7. Distribuição da radioatividade na cromatografia em papel em coltíL̂ O (NH^OH) do pico 2 correspon 

dente ã Figura 3. 0 extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Métodos" foi eluí 

do com 0,2 ml de metanol:amónia e 30 ul foram analisados conjuntamente com a mistura de padrões 

não radioativos (MIT, DIT, Nal, e T^) nas proporções descritas anteriormente, em papel What_ 

man nÇ 3. Sistema de solvente: col^O (NH^OH). Tempo de desenvolvimento: 20 horas. 0:origem, 

F: fronte. «s* 
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FIGURA 8. Distribuição da radioatividade na cromatografia em papel em n-BtAcAcrH^O do pico 3 corresponden 

te a Figura 3. 0 extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Métodos" foi eluido 

com 0,2 ml de metanol:amónia e 30 ul foram analisados conjuntamente com a mistura de padrões 

não radioativos (MIT, DIT, Nal, e T^) nas proporções descritas anteriormente, em papel What_ 

man n9 3. Sistema de solvente: n-B^cAc^O. Tempo de desenvolvimento: 15 horas. 0: origem,F: 

fronte. •IV 
-4 
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FIGURA 9. Distribuição da radioatividade na cromatografia em papel em n-B:Am do pico 3 correspondente ã 

Figura 3. 0 extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Métodos" foi eluido com 

0,2 ml de metanol:amónia e 30 ul foram analisados conjuntamente com a mistura de padrões não 

radioativos (MIT, DIT, Nal, T^ e T̂ ,) nas proporções descritas anteriormente, em papel Whatman 

n° 3. Sistema de solvente n-B:Am. Tempo de desenvolvimento: 20 horas. 0: origem, F: fronte. 



FIGURA 10o Distribuição da radioatividade na cromatografia em papel em n-B:AcAcríL̂ O do pico 4 corresponden 

te a Figura 3. O extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Métodos" foi aluído 

com 0,2 ml de metanol;amónia e 30 ul foram analisados conjuntamente com a mistura de padrões não 

radioativos (MIT, DIT, Nal, e T^) nas proporções descritas anteriormente- em papel Whatman 

a? 3. sistema de solventes -n-B;AcÁcsHjO, Tempo de desenvolvimento : 15 horas. 0:origem , Fs 

f í fOBt®. 
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FIGURA 11. Distribuição da radioatividade na cromatografia em papel em colíH^O (NH^OH) do pico 4 correspon 

dente ã Figura 3. 0 extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Métodos" foi eluí 

do com 0,2 ml de metanol:amónia e 30 ul foram analisados conjuntamente com a mistura de padrões 

não radioativos (MIT, DIT, Nal, e T^) nas proporções descritas anteriormente, em papel What 

man n9 3 . Sistema de solvente : col:H20 (NH^OH). Tempo de desenvolvimento : 20 horas. 0:ori 

gem, F: fronte. 
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FIGURA 12. Gel filtração em Sephadex da fração butanol extraível (pH 1,0) da bile (T^- I).4ml de bile 

foram extraídas com butanol (pH 1,0) de acordo com a técnica descrita em "Materiais e Méto­

dos". 0 extrato seco foi dissolvido em agua e acertado ospH a 7,4 com R^SO^ 10% e filtrado 

em Sephadex. Foram utilizados 140 ml de TRIS-HC1, 100 ml de AA e 100 ml de NH^OH 2 N. Colu 

na de 2,5 x 20 cm. Velocidade de eluição de 1 ml/min. Volume de cada fração : 4,5 ml. 
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FIGURA 13. Gel filtração en Sephadex do hidrolisado enzimático da fração 1 correspondente ã Figura 3. Em 

uma alíquota de 5 ml da fração 1 foram adicionadas 5000 unidades de 8-glucuronidase, o pH acer_ 

tado a 4,5 com ácido acético 10% e tamponado com acetato de pH 4,5 e colocada a 37°C durante 

15 horas. 0 pH elevado a 7,4 com NaOH 10%. 0 hidrolisado foi refiltrado em Sephadex com 140 

ml de TRIS-HC1, 80 ml de AA e 80 ml de NH^OH 2 N, em coluna de 2,5 x 20 cm, com velocidade de 

eluição de 1 ml/min. Foram coletadas frações de 5 ml. 
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FIGURA 14. Gel filtração em Sephadex do hidrolisado enzimático da fração 4 correspondente a Figura 3. Em 

uma alíquota de 5 ml da fração 4, após evaporação do NH^OH , foram adicionadas 5000 unidades 

de 3-glucuronidase, o pH acertado a 4,5 com acido acético 10% e tamponado com acetato de pH 

4,5 e colocada a 37°C durante 15 horas. 0 pH foi elevado a 7,4 com NaOH 10%. 0 hidrolisado 

foi refiltrado em Sephadex com 140 ml de TRIS-HC1, 80 ml de AA a 80 ml de NH^OH 2 N, em coluna 

de 2,5 x 20 cm, com velocidade de 1 ml/min. Foram coletadas frações de 5,0 ml. 
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- F L S U M 15, Gel filtração em Sephadex da bile com T^- I de baixa atividade específica. 4ml de bile Min 

satura" o b t i d a como foi descrita em "Materiais e Métodos" foram filtradas em Sephadex. Foram 

utilizados 120 ml de TRIS-HCl, 60 ml de AÀ e 140 ml d® NH^OH 2 N, ».m colwna ' - -.5 v 2 0 csa.Ve 

issídade de eluição «a .1 ai/min. Foram coletadas frações de 5,0 ai» 



FIGURA 16. Gel filtração em Sephadex da fração butanol extraível (pH 1,0) do conteúdo intestinal do reto. 

0 extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Métodos" foi dissolvido em água e 

acertado o pH a 7,4 com HjSO^ 10% e filtrado em Sephadex. Foram utilizados 120 ml de TRIS-HC1, 

80 ml de AA e 100 ml de NH^OH 2 N. Coluna de 2,5 x 20 cm. Velocidade de eluição de 1 ml/min. 

Foram coletadas frações de 5,0 ml. 
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FIGURA 17. Gel filtração em Sephadex da fração butanol extraível (pH 1,0) do conteúdo intestinal do reto 

(rato do grupo 3). 0 extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Métodos" foi 

dissolvido em água e acertado o pH a 7,4 com fi^SO^ 10% e filtrado em Sephadex. Foram utiliza­

dos 120 ml de TRIS-HC1, 80 ml de AA e 100 ml de NH^OH 2 N. Coluna de 2,5 x 20 cm. Velocidade 

de eluição de 1 ml/min. Foram coletadas frações de 5,0 ml. g« 



FIGURA 18. Gel filtração em Sephadex da fração butanol extraível (pH 1,0) do conteúdo intestinal do duode 

no. 0 extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Métodos" foi dissolvido em 

agua e acertado o pH a 7,4 com R^SO^ 10% e filtrado em Sephadex. Foram utilizados 120 ml de 

TRIS-HC1, 70 ml de AA e 100 ml de NH^OH 2 N. Coluna de 2,5 x 20 cm. Velocidade de eluição de 

1 ml/min. Foram coletadas frações de 5,0 ml. 
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FIGURA 19. Gel filtração em Sephadex da fração butanol extraível (pH 1,0) do conteúdo intestinal do íleo. 

0 extrato seco preparado como foi descrito em "Materiais e Métodos" foi d i s s o l v i d o em égua e 

acertado o pH a 7,4 com H2S0^ 10% e filtrado em Sephadex. Foram utilizados 120 ml de TRIS-HC1, 

60 ml de AA e 70 ml de NH^OH 2 N. Coluna de 2,5 x 20 cm. Velocidade de eluição de 1 ml/ nin. 

Foram coletadas frações de 5,0 ml. 
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CAPITULO V 

DISCUSSÃO 

1. Quanto à metodologia 

A gel filtração em Sephadex, juntamente com a técnica dos traçado­

res isotópicos, apresenta as seguintes vantagens, na separação dos com 

postos iodadoss 

a) A separação dos compostos é realizada em uma só etapa com dife 

rentes eluentes (TRIS-HCl, AA e NH^OH), sendo que o tempo de 

separação de todos os componentes ê de, aproximadamente, 5 horas, 

b) 0 gel de Sephadex, isto ê, a fase estacionária da coluna, ê re 

lativamente estável em meio alcalino e em meio fracamente áci 

do. A coluna de gel pode ser reutilizada apôs sua lavagem com igua e 

tampão. 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 separação das diversas frações, quantidade esta que 

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

vantagem ê importante sob dois aspectos: 1. quando a atividade radica 

tiva presente no material fôr baixa ; 2. para a posterior análise das 

frações coletadas quando se deseja dosar o material por métodos quími 

cos. 

O volume máximo, em média, de material a. ser separado por croma 

tografia em papel ê de 250 ul, que em geral ê proveniente de 1 a 2 ml 

de soro. As diversas etapas utilizadas na cromatografia em papel, como 

seja, da extração do soro por solventes, purificação, secagem e deposi 

ção na fita de papel do extrato obtido, tornam este método bastante mo 

roso e complicado em relação a gel filtração em Sephadex. 

Nas separações por resina citadas na " • Histórico" (pg. 16) a 

quantidade de material que pode ser percolada é comparável com a do má 

todo da gel filtração em Sephadex. Entretanto a separação das diversas 

frações ê menos nítida e o número de eluentes utilizados em diferentes 

pHs ê bastante grande. 

d) Sob o ponto de vista preparativo, a gel filtração em Sephadex 

permite separar os compostos iodados num alto grau de pureza.As 

frações obtidas podem ser utilizadas diretamente, ou apôs concentração, 

para outras dosagens químicas. As substâncias separadas, por cromato 

grafia em papel, também podem ser utilizadas com o mesmo propósito, mas 

os processos de extração do papel são bastante trabalhosos e para a re 

cuperação total da substância existente no papel, várias extrações -
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são necessárias, além da utilização de diversos eluentes« 

2„ Quanto â decomposição do material na coluna de Sephadex 

Hocman (29) verificou que 3 a 10% da radioatividade da Tj colocada 

na coluna de Sephadex apresentava-se sob a forma de icdeto. De acordo 

com o autor, pelo menos uma pequena porção da radioativa ficava, ir 

reverslvelmente, retida no gel de Sephadex» A quantidade não eluivel 

era constante e não interferia de maneira ponderável na análise final. 

Esta quantidade de retida pela coluna era facilmente eliminada pela 

percolação com albumina antes de sua reutilização. 

0 achado constante da fração 4 (T̂  e/ou conjugadas), em todas as 

análises realizadas, levou a testar subseqüentemente se a referida fra 

ção seria uma parte da e/ou livres retida pelo gel, eluivel sômen 

te com NH^OH 2 No Pelos resultados obtidos na análise cromatográfica 

em papel e hidrólise com g-glucuronidase, a fração 4 mostrou não ser 

constituída de e/ou livres. Além do que a fração retida no gel 

(fração 4) era sensivelmente maior que aquela que ocorreu nas experiên 

cias de Hocman (29). 

Apesar dos problemas de decomposição e retenção da no gel de Se 

phadex, o mesmo ainda apresenta vantagens maiores em relação aos meto 

dos anteriormente citados. O problema da desiodação da ocorre tam 

bêm na cromatografia em papel, como foi demonstrado por Taurog (61). 

3. Composição da bile 
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Das 4 frações obtidas pela gel filtração em Sephadex somente a fra 

ção 1 não foi identificada. 

Uma pequena parte (15%) da fração 1, quando se utilizou a bile "in 

natura" não era extraível pelo butanol» Por outro lado, a cromatogra 

fia em papel da fração 1, nos dois sistemas de solventes, evidenciou a 

permanência constante de uma zona de radioatividade na origem do croma-

tograma, o que levou a postular uma possível contribuição proteica para 

esta fração não extraível pelo butanol. 

Wynn e col6 (64) analisando cromatogràficamente as frações, solúvel 

e insolúvel da bile, era butanol, evidenciaram a presença de radioativi 

dade ligada âs proteínas, somente na fração insolúvel da bile. Pela cro 

matografia em papel em 3 sistemas de solventes utilizados, a radioativi 

dade permanecia consistentemente na origem do cromatograma, comportan 

do-se como uma proteína. 

A possibilidade da fração 1 ser constituída em parte por derivados 

glucurõnicos foi também estudada. Foi verificado que, pelo menos 30% 

da referida fração, quando tratada com 8-glucuronidase passavam a ser 

eluídos em Sephadex na região da e/ou livres. Isto poderia sig_ 

ni ficar que parte da fração 1 seria constituida de glucuronidatos„ Na 

cromatografia em papel da fração 1, entretanto, não foram encontradas zo 

nas de radioatividade correspondentes ã região dos glucuronidatos. Ê 

possível que a B-glucuronidase, por nós utilizada, apesar das específi 

cações de laboratório, não seja uma enzima pura, isto ê, ela poderia con 

ter outros fatores responsáveis pelas modificações ocorridas no compor­

tamento da fração 1. 
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4 o Alteração porcentual das frações biliares frente a uma sobrecarga 

exógena de estávelo 

Foi verificado que a administração em ratos de 400 yg de está 

vel juntamente com a radioativa diminuia a porcentagem de conjugados 

de eliminados pela bile, confirmando o trabalho anterior (60). 

A possível causa da diminuição da conjugação seria a saturação de 

um sistema glucuronil-transferase específico para a existente em quan 

tidade limitada nas células hepáticas. 

5. Gel filtração em Sephadex do conteúdo intestinal do reto 

As experiências mostraram que 4 extrações sucessivas do conteúdo fe 

cal do reto, com butanol acidificado, extraia 72% da radioatividade to 

tal. Este valor e inferior aos encontrados por Taurog (76%) (60) e 

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

Pela análise, do extrato butanõlico do conteúdo intestinal do reto, 

verificou-se que a fração 4, hidrolisãvel pela 8-glucuronidase, apresen 

tou pequena magnitude, quando comparada com a quantidade excretada na 

bile. A fração 3 (T̂  e/ou livres), nas fezes, apresentava-se em 

maior proporção, possivelmente, devido ã ação da 8-glucuronidase bacte 

riana intestinal, conduzindo ã liberação de e/ou livres. 

6« Coleta do material diretamente do intestino delgado 
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Uma tentativa para a verificação do local de desconjugação do glucu 

ronidato de tironina foi realizada. Pela análise do material duodenal 

foi verificado que a e/ou T 4 estava em maior proporção sob a forma 

conjugada, enquanto que no íleo, a e/ou estava quase que totalmen 

te sob a forma livre. A desconjugação das tironinas ocorreu, portanto, 

durante a passagem do quipo pelo intestino delgado. 

Para explicar esta desconjugação no delgado, deve-se postular uma 

invasão bacteriana nesta parte do intestino, responsável pela produção 

de 0-glucuronidase. Alternativamente e, remotamente, poder-se-ia aven 

tar uma ação do suco entérico do rato, levando â hidrolise deste deriva 

do da T.. 
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CAPITULO VT 

CONCLUSÕES 

1. A gel filtração em Sephadex G 25 M apresenta 

vantagens sobre os outros métodos de separação 

utilizados anteriormente, em relação â separação dos compostos iodados 

da bile. 

2. Em todas as separações dos compostos iodados da 

bile, em gel de Sephadex, foram obtidas quatro 

frações de radioatividade, sendo que as mesmas estavam bem separadas. 

3. Quanto à composição da bile, em relação aos com 

~ 125 

postos iodados, após a administração de T^- I, 

foram obtidos os seguintes metabólitos: 

a) T 3 e/ou Tj livres 

b) T^ e/ou T^ conjugadas com ácido glucurónico 

(maior fração) 

c) iodeto 
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d) vima fração de radioatividade eluída precoce 

mente na gel filtração em Sephadex (fração 

1), que não foi identificada. Pelo menos uma parte desta fração não 

era uma proteína iodada e permanecia na origem do cromatograma, em am 

bos os sistemas de solventes utilizados. 

4. Quanto â composição do conteúdo intestinal em 

relação aos compostos iodados. As mesmas fra 

ções foram encontradas, porém, em proporções relativas diferentes em re 

lação as da bile. Na bile a maior fração era encontrada sob a forma 

de conjugados. Nas fezes a proporção maior estava na fração correspon 

dente a e/ou livres, indicando um processo de desconjugação dos 

compostos iodados biliares durante a passagem pelo trato intestinal. 

5. Foi verificado que a desconjugação do glucuroni 

dato hormonal ocorre principalmente no intesti 

no delgado. 
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SUMARIO 

Ê apresentado um método para a separação dos compôs 

125 
tos iodados marcados com I em gel filtração em Sephadex G 25 M. Fo 

- ~ 125 
ram utilizados bile e fezes de ratos apôs administração de T^- I. Bi 

le "in natura", extratos butanÔlicos da bile, conteúdo intestinal do 

duodeno, íleo e reto foram submetidos â gel filtração e as frações re 

sultantes identificadas por cromatografia em papel em vários sistemas 

de solventes. Por esta metodologia foram separadas a e/ou livres, 

iodeto, glucuronidatos de tironina e uma fração por nós não identifica 

da. Pela análise, do material existente nas diversas porções intesti 

nais, foi verificado que a desconj ugação do glucuronidato de tironina 

ocorre, principalmente, ao nível do delgado. 
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