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RESIMO

Estudaram-se as modificacGes ocasionadas pelo ferobarbi-

tal em ratos submetidas a doses diarias de 20 mg durante cinco dias.

Houve alteragao da massa hepatica com incremento de pese
e proliferagao do reticelis endoplasnatice 1950 e rugoso, acompanhade de
aumento na velocidade do fluxo e do iodo total biliar nos retos sob es-

tTmule do fenocharbital.

Nio se verificou alteracgao no P.B.I1. serico, evidencian-
do, entretanto, maior conjugagac da tetraiodotirpninz 2 um  incremento
significativo na excrecac biliar do gVicuronidato de tiroxina. Embora

menos acentuado, houve tambem aumento Ra excrecio da Tﬂ hepatica,




ABSTRACT

Some aspects of T4 metabolism were studied in rats sub-
mitted to daily doses of 20 mg of phenobarbital for § days. 125I-T4 was

used as tracer material.

An enlargement of hepatic mass accompanied by prolifera-
tien of smooth and rough endoplasmic reticulum was observed. OB remai
ned_unthanged. Total 1ud1ne,.b111ary flux, T# ahd its gluceronidate in
creased gfter phenobarbital administration.
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1. INTRODUCAD

Alguns anos apos a identificacdo da tetraiodotironina (T4),
KENDALL(ZO) evidenciou a importadncia da excrecao hiliar como via metawi
lica e/ou excretora deste hormonio em c3es aue receberam intravenosamen

13 131

te T4- 1 exogeno (45% do 1 ers eliminade na bile apds 50 horas). A

(8,43,44 ,45)

partir deste relato outros autores confirmaram a excrecgao

da T4 inalterada atfavés da b%le.

ALBERT e col.(]) afirmam em suas experiéncias que este hormo-
nio & concentrado rapidamente pelo fioado e, um minuto apos a  injecdo

1251 encontra-se presente no figado; a seguir ha

tracadora, 40% da T4-
acrescimo paulatino da radioatividade hepitica, acompanhado por um au-

mento paralelo na bile, cue € lancada no trato gastrointestinal.

Nos anos seguintes, outros autores(8’43)~tentaram eVidenciar
os componentes biliares, porém devido a falta de melhor desenvolvimento
da metodo]oq1a de separagao sbo icentificaram 2 T4 e o iodeto. Em 1950,
TAUROG(44) 1ntroduz1u naovas tecnicas de separacao cromatografica em pa-
pel e consequiu identificar mais duas fracoes alem da T4 e jodeto : um
metabolito desconhecido e um composto conjugado da T4 que se dencminou

composto U,

0 mesmo autor(qs). en trabalho posterior, identificou este



tomposto atraves de hidrplise com :beta-chumnfdase {companente estru-
tural do retculo endoplasmatico 1iso}, aque excretado por via biliar no
trato gastrointestinzl nap era encontrado nas fezes dos animais Estuda-‘
dos, visto ser o mesmo hidrolizado pela beta-gliﬁurnnidase entarica, A
parti’r destas observacoes o awtor concluiu oue o composto U era 11 5curo
nidato de tiroxina e uma das formas de metzbolizacio hepatica do hormd-

nto(#3),

Sabe-se gue uma das importantes vias metabdlicas dos produtos
naturais, das drogas e das substancias toxicas @ atraves da reacac es-

cuematizads a seguir:

n .
uorg  +  2nao? UDPGA  +  2NADH + 2K
" {desidrogenase
UDFG)
UOPGA + R-0OH R-D-GLICURONIDATO 4+ UDP
{glicurenil
transferase)

Estes produtos sao excretados na urinz e nas fezes como glicu
ronidatos atraveés de esterificacas direta ou apbs previa hidroxilacio
(46}

Existem numerosos estudos sobre os efeitos de droqas. cavsado-
ras de aumento da atividade enziratica dos microssomas hepdticos para

(5:12,17) U dos metodos que permite me-

metabolizagio desses produtos
Thor analise deste mecanismo enzinatico seria o estudo das alteragoes

produzidas por barbituricos ou drogas no sistema.

A vbservagao de gue o fenobarbital estimula a sintese protei-

ca, atraves de auments na relacdo RYUA/DNA, sugere um alargamento das cE

* UDPG = uridina-difosfato—glicose; NAD = nicorinanida-adznira-dinucleon
tideo; UDPGA = 3cido uridina difosfoglicuronico; NADH =nicotinamida-ade
nina~dinuclestides reduzido; UDP = uridina-difosfaro,




Tulas individuais que levariam a um acréscimo no peso do ngaduIE}.

Diversos autores tem feito experiencias em homogeneizados de

figado de rato com intuito de verificar a alteracdo enzimatica produzi-

(37) e GRREHIUS(EE} encontraram uh  aumento

{28)

d¢a pelp fenobarbital. PLATT
na atividade da glicurenil transferase, entretanto LUCIER verificou

existir reducao da referida enzima.

Por outro Tade, os barbitlricos, por suas agoes sedativas cen
trais, tem sido vsados ha muito tempo como auxiliares ne tratamento das
tireotoxicoses e, no curso dos ultimes vinte anos, obtiveram-se  noves
dados sobre a interacdo destas drogas com os sitios de Vigacao dos hor-
monios tirecideanas, tanto nas células como no plasme. Tais interacDes
afetariam a concentragao das iodo-tironinas na circulag@o ou influencia
riam a distribuicao, o metabolisno e a excregac dos hormonios tirecidea
n05{3}, podendo-se citar, comp exempio, és alteracoes da depuragic fa-

ral da thﬁ’dq}.

Levando em consideragao as caracteristicas da distribuigao pe
riférica e do metabolismo dos horménios tiregideanos {Figura 1), OPPE-
MHEIMER ¢ cnl.{31}, nyma sdrie de estudos experimentais em ratos, de-
monstraram que o fencharbital estimula a velocidade de depuracae da Tﬂ
en major proporcao que a de trijodotironina {TE}' Este efeito 8 devi-
do, nao a uma alteracao mas proteTnzs plasmaticas transportadsras dos
harmﬁnins;hmﬁs a um avmento nas ligagoes hepatocelulares e estimuls no

mecanismo de captacio hepatica da T,.

SCHUARTZ E-cﬂl.{#1} sugerom existir aumento nzs ligagoes da
T, nos hepatocites apds administrapio do fenabarbital, devido ao aumen-

to do nimero de sitios de TigagOes nas fracles microssomeis, presumivel
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mente pela proliferagao do reteuTe endoplasmatico Jiso,

GULBSTEIH{15) sugere gue as modificacoes na excrecde hepatica
"in vivo" da T, estariam mais 1igadas ac aumento do fluxe bilfar que 3s

131I

alteracoes da glicuronil transfarase. 0 incremento de excrecao de
na bile em rates pre-tratades com fengbarbital foi acompanhado de aumen
to proporcional do fluxo biliar, permanecendo inalterada a concentracao
do isotopo. MNeste itrabalho, as guantidades relativas de T# e de sel
g]iturunidatu se assemelhavam as do grupo controle em experiéncias tan-

to "in vive" oguanto "in vitre".




2. PROPUSITO DO TRABALHD

De posse de metodologia mais refinada de separacdo dos compas

tes iodades biliares, nos propusemes:

a) Estudar as modificacoes qualitativas e quantitativas ecasionadas pe-
ta administragio de fenpbarbital em ratos, no que se refere z excre-

¢zo biliar da tiroxina radioztiva e sew glicurcnidato;

b) Reavaliar os achades da 1iteratura, quanto ao aymento do fluxa  bi-

liar e da massa hepatica, nos animais submetidos a referida droga;

c} Verificar se @ essas alteracfes correspondem medificactes na iodopro

teinemia e na concentragac biliar de iodo total.




3. MATERIAL E HETODOS

3.1. Animais.

Foram utilizados 24 ratos femeas da raga Mistar, norma-
is, com peso varfando de 150 a 200 gramas, mantidos no Biotério do Ins-

tituto de Energia Atomica de fao Pauvlo.
0s animais foram separados em dois grupos:

a) Grupo tratade com fenobarbital (GF): ¢
Composto de 12 animais gue receberam, durante ¢ince dias,
injectes intraperitoneais diarias de 20 mg de fenobarbital sédico dilui
dos em solucao fisinldgica. Dez ratos foram submetidos 3 sequéncia ex-
perimental abaixo descrita. Dois animais (5FM) foram utilizadﬁs para

estudo da citologia hepatica por microscovia eletronica,

b} Grupo controle {GC}:

_ Composto de 12 animafs que receberam splucdo fisiologiea,
viz 1ntrap;;ftanea1, durante cinco dias. Dez ratas_fnréﬂ'suhnetidns 2
sequéncia experimental abaixo descrita. Dois animais (5CM) foram utili

zados para estudo da citologfa hepatica por microscopia eletromica.

3.2. fmbiente,




Durante o decorrer da experiéncia os animais Foram man-
tidos 3 temperatura ambiente, sujeitos 2 {luminacde natural em sala

apropriada.

3.3. Dieta.

0s animais dos grupos, controle e tratado, foram manti-

Y

) dos com racdo balanceades para animais de Taberat@rio¥*, Ofereceu-se agua

natural "ad 1ibitum",

3.4. Manuseio dos animais.

3.4.1. Pesanem.

Ds animats foram pesados em balanca aralTtica** -

no quinto dia da experiencia.

3.4.2, Cirurgia.

0s animais foram mantidos anestesiados durante to
do o decorrer da cirurgia com mascara aberta contendo algodig embebids
em eter et7lico. Através da inciszo sobre 2 Tinha alva, penetrava-
se na cavidade abdominal expondo-se o figade. Apds rebater o orgdo vi-
sualizava-se o coledoco, que era cateterizado na sua parcao proximal

com um tubo de polietileno de 0,5 rm de diametro interno. Recolocando-

* Mpinhe S3o Cristovap, Rio de Janeire, RJ
** Mgttler F 1000NW.




se o finado na cavidade, suturava-se 2 sequir a pele, permanecendo ex-

posta a canula, cuja norgZo terminal era fechada através de pinga.

125

3.4.3. Injecao de tetraiodotironina {1y-_"71).

s animafs de ambos os grupos receberam por viz
intraperitoneal uma dose tragadora de 40 uCi de T¢-1351 com atividade

especifica de 70 pCifug.

3.4.4. (oleta da bile,

Imediatamente ands a administracio do material ra
dioativo, iniciou-se a colete da secregdo biliar. Esta coleta prolon-
gou-se por um perTodo de 4 horas, avaliando-se sew volume final: As

amostras foram conservadas 3 temperatura de -20°C.

3.4.5. Coleta de amostra sanauinea.

ho final das 4 horas, foi retirada uma anostra
sanguTnea por puncao cardiaca. Apds retracao do coagufo e centrifuga-

cdo do sanoue, o sorg obtido fof conservado @ temperatura de -20°%C.

3.4.6. Remocdo do fieado.

hpos a coleta do sangue, procedeu-se 3 hepatecto-
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mia total e pesagem imediata dos drgaos,

3.4.7. Hepatectemia para microscopia eletrppica.

Os animais (GFM e GU't) foram sacrificades por gol
pe brusco ne cranic e apds abertura do abdomen foi retirade o 13bulo

"caudatum" de figado.

3,5. Metodos analiticos.

3.5.1, Obtengdo do rormomio marcado.

3.5.1.1. Técnica de fodac¢do, '

Em tuko de ensain contends 1,5 &2 2 mCi

12

k3
de Na- 51 com atividade de 521 m{i/m) adicionou-se sucessivamente:

a) 50 ul de solucdo alcoolica de iodo metalico (12}, contenda 4 pg;
e

b) apos um minuto, 200 ut de solugao amoniacal de T, (40 ug);
- - "
c) 200 pl de zicool Butirico terciario;

d) uma gota de solucao saturada de fosfato de sadio.

Apds agitagdo, aguardou-se 15 minutos pa
ra realizacao da reagdo, que foi interrompida pela adic3o de 500 1l de
solucao alcoolica de sulfito de sodio, preparada em dlceol butirico ter

ciario & agua {1:1).
Vel

* Wew England Nuclear, Boston,
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3.5.1.2, Purificacic do hormonio marcado.

A solucdp contendo o hormonio marcado
*
foi transferida para uma colunz de Sephadex G-25F (22 cm de altura x
T - - [
0,6 em de diametro}, previamente equilibrada com tampao fosfato 0,05 M, Z

pH 11,9. A coluna fui_eTqua con o mesng tampao e fragdes de 2 m) cole

tadas em tubos coniende wma gota de HL1 1H.

3.5.1.3, Contagem das fracoes,

A redioatividade foi determinada num con
& . a— - . +
tador gama tipo poge . Obtiveram-se tres frazcoes radioativas: a pri-

1251 Yivre, a segunda, proteTnas danificadas, e 2 terceira, o

meira foi
hormonic marcado puro. Esta dltime foi vtilizada na experiencia dilui-

da em propiteno qlicol a 50%.

3.5.1.4. Teste de rendimento da iodaczo e de pure

- za do hormonio dodado.

Umz aliquota do hormonio marcado, antes
da passagem ng Sephadex, diluida 17400 em tampao fosfato 0,05 M, pH
11,9 , e u&ira aliquota das fracoes obtidas com hermonio pure, diluida
a 1/50, no mesmo tampao, foram submetidas z eletroforese em papel Mhat-
man SHM*** em tampzo Verona) 0,05 M, ol 8,6 , forca fanfca = 0,075, sub

metida 3 voltagem de 400 ¥ durante 45 minutos,

* Pharmacia-Fine Chemicals AB, Uppsala, Sweden.

** Autcmatic Gama Counting System, Kuelear Chicagoe Corperation,
~ Illingis, USA,

*%% Lhatman England by W & R Balston Ltd.



ﬁ rendimento da fodagan foi fornecido pe
la relacdo entre as contagens totais e as do pito correspondente ao hor
monio e variou entre 50 e 80% antes da passagem na columa de Sephadex
(Fiqura 2}. 0 grau de pureza do hormonio fodado foi obtido pela mesma
relacdo na eletroforese das alioguotas apbs a passagem nﬁ calung de Se-

phadex , variando entre 96 & 58% (Figura 2).

3.5.2. Filtracao da bile em gel de Sephadex G-25 M.

3.5.2.1. Preparacao da colura de Sephadex.

Com base na propriedade do Sephadex de

separar os componentes iecdados da bfle, wutilizou-se z metodologia de
(26,27)

)

LEISSITZKY e cols. modificada por ITKEDA e cols, 3},

——

A coluna de vidro utilizada foi de 40 om
de altura e 2,5 cm de diametrs interno com afunilamento na extremidade
infericr, onde foi adaptado vm tubo de borracha com pipeta de  Pasteur
para controlar ¢ fluxo de saVda do percelado. Lloqe acim: da extremida-
de afunilada, colocou-se 13 de vidro com o obietivo de reter 0 gel de

Sephadex

— Utilizou-se para cada cn?qna 35 g de qel
de Sephadex G-25 M, previamente mantide. em 120 m1 de agua cem agitagao
esporddica e conservado a 4°E. durante 24 horas, a fim de permitir ao
gel um ganhp de 17quido adequado. O gel, assim preparado, foi colocado
na colunz, procurando-se obter um btom empacotamentoc [homogensidade, sem

formagdo de bolhas de ar),

[ . cme e =
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Colocou-5e um disco de papel de  filtro
do mesno diametro internp da coluna sobre o gel, para impedir a penetra
cao de impurezas & manter 0 empacotamento do mesmo. A coluna, assim

preparada, foi eguilibrada com tamedo TRIS-HCY, pH 7,4 , 0,05 M,

3.5.2.2. Cromatografia biliar em Sephadex G-25 WM.

Colocou-se cuidadosamente wma  alTgquota
de biTe (0,1 a 0,2 m) na coluna; in{cicu-se a coleta das fragdes com
velocidade constante de 1 ml/minuto, Apos penetracip da bile no gel,
eluiu-sa2 a coluna com aprox jmadamente 120 m1 de TRIS=HC1, coletandn-se
fragies de 3 ml em tubos de vidro. 0 referido tampio elue sucessivamen.

(25,27}

te proteinas jodadas, iodeto e tirosinas iodadas Ma etapa se-

guinte, acrescentou-se 80 m1 de A-A (amilel-amdnia 2M) a fim de -separar
as tironinas icdadas retidas no gel e, fina1mente; 80 ml de amonia 2Y,
para possibilitar a eluicao do glicuronidato de th]g}. A radfcativida
de de cada amostra foj medida mum contador gama automatico; o tempo de
acimulo de contagens foi de 10 minutos, para diminuir o erro esfathti-
¢o. Foi calculado o porcentuat das fragoes obtidas na separag3o em re-

lagde ao total da radioatividade eluida da coluna (Figura 3).

3.5.2.3. Identificac3o do gTicuroﬁiHatu de tiro-

xina.

As ampstras correspondentes I fracio IY,

sungstamente contendo qlicuronidato de tiroxina, foram submetidas a an3d
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PHADEX G-Z8! DOS COMPOSTOS I0DADOS BILIARES




16

lise a fim de serem identificadas. #As fractes de maior radicatividade
do plce IV foram concentradas por acuecimento (aproximadamente 10°C Y.
sob corrente de nitrogenio para evitar a oxidacio das mesmas e, para a

retirada da amonia. A seguir, o material foi liofilizado.

3.5.2.3.7. Hidrplise do glicurcnidato de

tiroxina.

2o material Tofilizado foi
adicignado tampao acetato pH 4,5 e salucdo de heta-q1icurunidase*, con-
tendo 5000 UI de enzima por m) de solucdo. Realizou-se a hidrélise por
incubacao durante 18 horas, a 37°C. Apos centrifugacao, reajustou-se o

pH a 7,4 com NalH 0,1 N no sobrenadante.

3.5.2.3.2. Cromatagrafia do hidrolizado

em Sephadex G-25 M,

- a Yma aliquota de  hidrolizado
foi submetida a cromatografia em gel de Sephadex, utilizando-se a mesma
técnica descrita no Jtem 5.5.5. Obtiveram-se ouatro fraches correspon-

dentes: JVodoproteina, iodeto, T4 e giicuronidato de T4 (Fiqura 4).

b S

3.5.2.3.3. Cromatografia em papel.

A terceira fracdo obtida na

* Ketodase, procedente da Generzl Diagnostie Division, Warner, Chilcott
Division - Morris Plain, New Jersev, USA,

(SIS TITL I C2E FESHMI NAEEYFROETICYE E NLUTLFARES

=
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filtracao em gel de Sephadex do hidrelizado foi submetida a crematogra-
fia em papel. Essa fracao eluida em amilol foi agitada com NH,0H 2N 2
fin de eliminar impurezas que permanecer no selvente organico, enauanto
Ty e T4 sap extraidas pela fase acuosa. Esta 0ltima foi concentrada
por aguecimento {30 a 4ﬂ°C} sob corrente de nitrogenio. 0 extrato as-
sim obtido foi dissolvido com 0,1 a 0,2 m] de metanol-amdnfe (95:1) e
colocado em papel (e cromatografia Lhatman 3 MM, Utilizou-se o sistema
monodimensional ascendente em citrato de sodie a 20¢, pH 8,6, 0 tempp

de desenvoivimento foi de 80 minutos,

Uma mistura de padrdes nao ra’
dicativeos em volume de 40 ul {1 mg de Ha T, 4 mg de T4, dmg de 7., di-
Tuidos respectivamente em 2 m] de NR,OH 2M) foram cromatografadoes con

junta e paralelamente com a amostra 2 ser znalisada,

Os padroes nao radioatives fo -
ran identificades por meio de reacoes ouimicas; para os compostos com
agrupamentos fenplices foi utilizada a reacdo de Pauly e, na fdentifica -
¢an do indeto de sodio, o cloreto de pa]idﬁu{1g}. Apbs revelagao quimi
ta, o8 cromatogramas foram secados e recortados em tiras de | Em de lar
gura, A radivatividade de cada fragdo foi determinada em contador gama
automatico. Construiu-se um grafico pelos resultados obtidos { Finura

5).

3.5.3. Dpsagen do PEI sérico e iodo total hiliar,

As amostras sanguineas e biliares foram analisa-

das, para determinacao da ivdopreteinenia e ipdo total hiliar, pele Au-
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FIGURA 5 - CRGUATOSRAFIA EM PAPEL MO STSTEIA MONODIMENSIONAL ASCEMDENTE
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toAnaIySer* para PBI{]T].

3.5.4, Microscopia eletronica,

D Tobule “caudatim” do finado foi cortado em cu-
bos de aproximadamente 1 mm de espessura e mantidos em solucio de gluta
raldeido a 2% en tampio fosfato 0,1 N e pH 7,4 , durante uma hora. A se
quir, procedeu-se a fixagao do mesmo em icide osmico a 1% no tampdo aci
ma referido, durante uma hora. 0 material foi corado em acetato de ura

nila 1%ﬂgﬂr 16 horas.

Anos desidratacdo seriada em alcool e  acetona ,
formaram-se blocos em araldite, deixando-os em sstufa a 60°C por um ne-

riode de 2 2 3 dias.

- iy
Através de ultramicrdtomo , obtiveram-se cortes
que, apos terem sidos corados em acetato de uranila e citrato de chum-

- - dkd
bo, foram analisados e fotografados em microscopio eletrdnico {Tigu-

ras 7 e 8).

3.5.5, Analise estatTstica.

- Para comparacio relativa dos dados obtidos nes
grupos em estudo, estimou-se a varidncia através do teste quﬂ], anli-

cando-se a sequinte formula:

;
F =
2
* Aurcinalyszer "Technicon™ **% Ultramicrotono “Sorvall® M T 2-B

kx% ''Car) Zeiss', modelo E-95 2.
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ande:

§y = desvio padras de major valor

52 = desvio padran de menor valor.

Nos casos onde o F encontrado foi meror que o F
critico {variancias iquais), estivou-se a significdneia da diferenca pa
ra dos diverses paranetros estudados, pelo teste t de “Student” corres

pnndentetiﬂ], dado peta formula:

in, +a 2)

z-l

GL=n, +h, - 2

onde:

n. = nimero de animass
¥; = valor medio
s = variancia do referido valor §i

= desvio padrado relativo ao ¥,

5L = graus de liberdade,

Nos derzis casos, ouv seja naqueTes em que o Foen-
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contrado foi maior que o F criticc (variancias desiquais), aplicou-se o
L

teste t respectivo, dado pela 3Srmula:

2 2
- ¥ (3« )

t = Y.~ Y §f = n, No -2
sz st St S% \2
S, () (32)

i 2 | + 2
n+ n,+2

onde:

ng = nimero de animais

}3 = velor medio

Si = desvio padrdz rzlztivo a2s V.
f = graus de liberdzda.

.

v e i o -

INSTITUTO (08 BEeniy g

BENERSE TSNS S i sy
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4. RESULTADOS

4.1. Pesn dos animais.

Foram comparados os pesos dos animais controles e trata-
dos com fenobarbital, antes do inicio do ensaio experimental. A Tabela
I apresenta os resultados da analise estatistica. Observa-se que as me
dias e os desvios padroes de ambos os arunos foram de 151,50 + 30,83 ¢

e 156,80 * 31,40 g, respectivamente.

Evidenciou-se pelo teste t de "Student” que os pesos ini
ciais dos ratos dos dois qrupos ndo diferiram significantemente en-

tre si.

4.2. Peso do finado.

. Os valores individuais relativos aos pesos dos figados
nos animais normais e tratados com fenobarbital estao expressos na Tabe
la II, sendo as medias e os desvios padrdes de 6,33 + 0,83 q para o gru
po controle e 8,93 & 1,48 g para o grupo tratado. Esta diferenca de pe

so mostrou ser estatisticamente sinnificante 2o nivel de p < 0,05.
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TABELA 1

PESO DOS ANIMAIS (GRAMAS)

GRUPO GRUPG
Rato n0 CONTROLE Rato n®  penopanpiTAL
1 ne 1 130
2 135 12 128
3 140 13 125
A 120 14 130

5 175 15 180 '
6 150 16 200
7 205 17 210
8 150 18 170
9 130 15 145
10 Y. 20 150
i 150,50 7] 156,80
- dp 30,83 dp 31,40
= 1,0 P = 2,08
= 0,3809  t* = 21009 6L = 18

2 Abreviasturas utilizadas nas tabelas:

H = nédia; dp = desvio padrao; F = F obtido; t = t obtido; GL= grau
de liberdade; F* = F critice para p¢0,05; t* = t critice parz pg0,05




TABELA 11

PESNT b0 FIGADDOD (GRAMASY

3°UPO fRUPD
Rato ng CONTROLE Rato n?  remppARBITAL
. 5,33 1" 7,81
’ 6.00 12 7.61 |
4 5,50 14 8,00
5 7,18 15 10,70 -
[
6 7,20 16 10,50 — r»
7 7,90 17 11,65 = .
g 6,25 . 18 2,02
o 5.90 10 8,20
10 5,20 2 8,30
0 6,33 N 8,0
F = 3,18 F*=2,98
t = 4,845 t* = 2,1315 fL= e
145 -T‘r_“‘f_“ ,, |.. _::SL;;J_‘;”; |-:: '-'.-' .' :S:T, I _N _."': ;=;§
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4.3. Fluxo biliar.

s valores correspondentes ao fluxo bilfar de <cada gru-
po, expressos em mililitros de bile coletada durante 4 horas, encontram
5€ ma fahe]a ITI. Verificou-se gque as medias e desvips padroes s2o de
0,40 * 0,09 ml/4 horas para o 6C e 0,75 £ 0,19 m1/4 horas para o GF ,
{onstatou-se,cortanto, um aumento estatisticamente significante de flu-

x0 biliar ng GF quando comparadeo ao GC.

4.4, Avaliacao do PBI serico e Jodo total biliar,

Has tabelas IV e ¥ estip descritos os resultados referen
tes ao PBI sérico e jode total biliar, expressos em ug de fodo  Yigade
2 proteinas por 100 ml de soro e em ug de iodo total em T00 ml de bile,
verificou-se que as medias e os desvios padries do PBI sérice encontra-
dos foram de 1,57 + 0,35 ug/100 m) e 1,90 + 0,45 ng/100 ml parz o GC €
GF, respectivamente. Através do teste t de "Student”, para variancias
iguais, observou-se um t = 1,83 (para 18 graus de 1iberdade}, demons-
trando nav existir dife;enqa estat%sticamEnte significativa entre 0%

grupos ac nivel de p ¢ @,05,

Quanto 3 excrecdo do iodo total biliar, pode-se consta-
tar que as médias e os desvios padroes foram de 3,15 = 0,77 ug/100
para o 6C e 6,11 * 0,60 ug/100 m1 para o AF. Ao'aplicar a teste t (va-
riancias jguais) verificou-se que os dois grupos sap estatisticamente
diferentes (p s_n,HE]. sendo a excregao do iodo total! biliar maior no

gripo tratado.




TABELA

FLUX8 BRILTAR

11

(m] DE RILE/4 HORAS)

RRUPO GRUPG
Rato no CONTROLE R2to 0% rnnpaReITAL
1 0,28 n 0,58
2 0,42 12 0,58
3 0,40 13 0,585
4 0,30 14 0,62
5 0,48 15 (0,95 |
6 0,50 16 1,08 L
7 0,53 17 1,0
3 0,35 18 0,80
§ 0,42 19 0,65
10 0,33 20 0,65
M 0,40 i 0,75
dp 0,09 dp 0,19
= 4457 Fr = 2,0
6L =8

I

5,2645 t* = 2,3060




TABELA IV

P.B.I. ( SANGUINED) ug / 100 m}
GPUPO [ GRUPO
Rato no controLe | P29 M rEnoBARBITAL
!
1 1,20 © M 1,40
2 1,10 12 1,50
3 1,0 113 1,60
4 1,30 1 8 1,60
5 1,80 15 2,10
6 1,00 | 16 2,50 t
7 2,10 § 17 2,60 (
8 1,80 | 18 2,40
9 1,70 § 19 1,60
10 1,60 20 1,70
T 1,57 § " 1,90
- dp 0,35 b dp 0,45
F=1,650 F* = 2,98
= 1,83 t* = 2,100 L =18



TABELA v

16DC TOTAL FILIAR (ug/100m)

| GRUPO GRUPD
Rato m®  commore | Re M penoearpITAY
) 2,100 1 5,200
2 | 2,300 12 5,500
3 2,700 13 5,300
4 2,500 14 5,600
5 3,600 15 6,450 3
& 3,800 16 6,80¢
7 4,20 17 7,300
] 4,100 18 6,500
9 - 3,500 - - 19 6,300
10 2,700 20 6,150
ﬁ' 3,150 M 6,110
- dp 0,770 do 0,600
F=1,245 F* = 2,98
¢ = 00 £ < 2.100 GL = 18

R TITLOIC LT [RHE TRl L R S M B VP At
d -
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4.5, Cromatoarafia dos compostos iodados biiiares.

As tabelas VI e VII apresentam os valores porcentuais re
ferentes &s fragées obtidas na separagao cromatografica dos componentes
iudadné biliares em gel de Sephadex, dos grupps controle & tratado
com fenobarbital. Das quatre fracoes resultantes, uma mereceu maiores
cuidados para sua identificacio, a fracio IV, que apds hidr@lise enzimi
tica e subsequente cromatografia em Sephadex e papel, revelou ser glicu

ronidato de T4 [figuras & e B).

Lonsiderando-se existir um equilibrio isotbpico entre os
quatro compartimentos {{odeto, proteinas iodadas, T, e glicuronidato de
Tq], 0 iodo total bitiar dosade distribuir-se-a dgualmente em todos
eles; desta maneira, pode-se calcular as cuantidades relativas de jodo
em cada fracdo porcentuval obtida pela cromatearafia da bile en Sepha
dex (Fiqura 6), Estimandp deste modo a massa de jodo total estavel em
cada fracac, foram obtidos resultados individuais de cada grupe, cue se
encontram nas tabelas VIII e IX, MNelas estio inclu¥das as respectivas
medias e desvios padrboes. A Tabela X mestrz os resultados da an3lise es -

tat¥stica a que foram submetidos os dadas anteriormente citades.

Apticando o teste t de "Student“ aos valeres relativos
das fracoes I e II, verificou~se que ndo sdo estatisticamente signifi-
cantes (p-€ 0,05), sugerindo que em ambos os grupos, controle e trata-
da, n2p houve alteragan na eliminacdo biliar de fodoproteinas e iodete.
Entretanto, observou-se que as madias e desvinﬁ padroes referentas aos
dades da fragaze I11 (tiroxira} foram de 0,906 + 0,206 pg de I,/100 mi e

1,675 + (3,353 pg de sz1ﬂﬂ m! para o 5C e GF, respactivamente. Atraves




TA®PLTLA VI

CROMATOGRAFTA [0S COMPOSTOS I0DADDS BILIARES EM SEPHADEX G-29M (%}

GRUPT CINTROLE

ACOES
1 1 111 Iy
Rato nD
1 5,87 12,68 31,84 48,31
2 6,42 M .88 30,76 50,44
3 7,20 17,27 24,87 50,56
4 1 7,00 13,00 12,00 45,3n|

5 5,47 10,88 28,76 54,94
6 6,40 12,58 27,28 53,74
7 5,20 12,58 28,63 53,24
8 3,29 20,86 24,94 50,91
9 7,10 11,80 32,50 48,60
10 5,30 11,50 28,15 53,85
H 5,02 13,53 28,93 - -51,35
dp 1,23 3,01 2,67 2,48




CROMATOGRAFIA 005 CCMPASTOS 1MD3075 BILIAPES EM SEPHEDEX G-28 (%)

TABELA

Y11

ARUPO FENDBAREITAL

FRACOES |
rate o3 ! 1 1 1t 1y

1 i 5,17 12,59 72,38 61,85
12 i 6,25 7,95 24,07 61,73
13 . 5,5 6,99 24,81 62,69
14 6,10 2,35 25,34 60,21
15 5,25 7,15 26,38 51,22
16 2,16 6,25 28,39 61,20
17 8,70 g,24 30,25 54,81
18 2,67 8,24 30,98 58,11
19 5,72 8,53 30,93 54,82
20 5,17 1,09 27,96 56,78
" 5,27 g,24 2715 5934
dp 1,15 1,33 3,02 2,98




Avaliagdo do lodo total billar v

3 Conirole /
3 Fenobarbital

ugLo/100ml
=

[ou.

L 7 7 // é

FIGURA 6 - REPRESENTACAO ESOUEMATICA DA AVALIAGAO QUANTITATIVA DAS
FRACOES OBTIDAS NA CROMATOGRAFIA EM SEPHADEX G-25M DOS
... COMPOSTOS IODADOS BILIARES (ug de 12/100 m1 bile)
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TABELA VIII

AYALIACAQ DUANTITATIVA DE [000 TOTAL MAS FEACTES OBTIDAS PELA

CROMATOGRAF IA_ENM SEPHADEX §-254 DA PILE  {ug de 1, /100 mT)

GRUPD CONTROLE

1 I 1t v
1| oY oem 0,669 1,015
2 ; 0,148 9,272 0,707 1,172
3 1 0,19 0,466 0,671 1,368
4 % 0,172 0,325 0,796 1,208
5 i 0,19 0,392 1,035 1,978
6 | 0,243 0,478 1,037 2,002
7 a2 0,528 1,217 2,235
8 0,135 . 0,255 1,023 2,087
9 0,249 0,413 1,138 1,701
10 0,143 0,311 0,765 1,454
~H 0,¥84 0,431 0,906 1,626

dp 0,042 0,173 0,206 0,439 |




TABELA IX

AQALIACKO OUANTITATIVA DE 10D0 TOTAL NAS FRACOES OBTIDAS PELA

CRCMATOGRAFIA EM SEPHADEX G-251 DA BILE (ug dé:12/100 ml)

GRUP(O" FENOBARRITAL

FRACOES
1 I 111 v

Rato n?
n 0,269 0,551 1,164 3,217
12 0,344 0,437 1,324 3,395
13 0,292 0,370 1,315 3,323
14 0,342 0,468 1,419 3,372
15 0,339 0,461 1,702 3,949
16 0,283 0,425 1,931 4,162
17 0,489 0,602 2,208 4,001
18 0,174 0,536 2,014 3,777
19 0,360 0,537 1,949 3,454
20 0,318 0,521 1,720 3,492
M| 0,32 0,501 1,675 3,614
dp 0,080 0,087 0,353 0,330




TABELA X
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ANELISE ESTATISTICA DOS DADNS REFE2ENTES A AVALIACRO OUANTITATIVA DE

10DD TOTAL MAS FRACOES OBTIDAS PELA CRGMATCARAFIA BILIAR EM SEPHADEX

G-251, ENTRE 0S GRUPODS ESTUDADCS (REFERENTE TABELAS VIII E IX)

FRACDES
1 1T 11 Iv
ESTATISTICA
F 3,61 2,562 2,938 1,769
t 1,057 0,716 5,939%%  11,445%%>
GL 15 14 18 18
t* 2,1315 2,1448 2,100 2,100

£33
EE ¥

tun

t critico para p = 0,05
significante entre 0,05 > p > 0,001
significante ao nivel de p 0,001

T* = F critico para p = 0,05
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do teste t de *Student" eyidenciou-se existir diferenca estatisticamen-
te significativa entre ambos os grupos, havendn maior excrecae biliar

de T4 nos animais tratados com fencbarbital.

Constatou-se que as médias e desvios padraes dos valoras
refereétes a fracao Iv¥ (glicuronidato de Td] foram de 1,626 + 0,439 yug
de IEI1UG m] para o grupo controle e 3,614 + 0,330 ug de 12f1ﬂﬂln1 para
o grupo tratado. Verificou-se pelo teste t de "Student” para varianci-
as iguais oue os dois grupes diferiam estatisticamente entre si (p g

F#ﬂ,ﬂnﬁf}, ficando patente o incremento de 1227 na eliminacao biliar de

T"L_E'

4.6. Microscopia eletronica.

Observando-se as fotografias, obtidas pela microscopia
eletronica na analise dos tecidos hepiticos, visualizam-¢e as estrutu-

ras celulares indicadas pelas setas {aumento de 36.000 x).

Nos tecidos dos animais do GCM, verifica-se a ‘presenca
de cisternas achatadas de retTculo endeplasmatico rugoso (RER) e presen
ca de reticulo endoplasmatico 1iso (REL) como & usual nos  hepatocites
(Figura 7). MNos tecidos retifadﬂs dos animais do GFM, as mesmas estru-
turas apresentam-se mais desenvolyidas {Figura 8} o que indicaria prali

feragio do RER e REL.






FIGURA B -

ELETRON-MICROGRAFIA OE FIRADD DE RATOS TRATADDS COt FENNBAR

BITAL DURANTE CINCO DIAS {GFT!)

Yerifica-se maior desenvelvimentoe dos retTeulos lise e rugo

S0 €M COMpAragac Com as mesmas astruturas visualizadas na

Figura 7. (N = ailcleo: '! = mitocOndrias PEL = retieaulo endo

plasmatice 1iso; RER = retTculo endoplaswatico ruqoso}
Aumento = 35,000 x
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5. DISCUSSED

S3o conhecidas varias publicaces referentes 3 acio do feno-
barbital sobre o tecido hepatico e na excrecao biliar dos hormonios ti-

(3,6,15,30,32,42) submetem ratos fe-

reoideanos. A maioria dos autores
meas ou machos durante cinco dias a injecoes intraperitoneais de feno-
barbital sodico na dose de 199\99/&3 de peso. Esta metodologia, foi
utilizada para induzir e verificar as alteracoes do sistema hepatico pe
1a referida droga. Os animais pertencentes ao grupo controle receberam,
paralelamente, injecoes i.p. de solucdo fisiolonica, a fim de manter os

dois grupos nas mesmas condicoes de "stress".

0 acesso cirurgico escolhido permitiu manter o animal vivo
sob otimas condictes. Durante todo o decorrer da experiencia, o ahdomem
permaneceu suturado expondo-se apenas uma canula, oue foi inserida no
ducto biliar, o mais proximo possivel do ficado para que nio houvesse

diluigdo da bile pelo suco pancredtico(!?+#3),

P

5.1. Peso dos animais e peso do finado.

Visto que os dois qrupos de animais, controle e tratado,

nao diferiram entre si quanto ao peso inicial, foram considerados como



pertencentes a um qrupno homogéneo, a fim de noder se avaliar os parime

tros em estudo.

GOLDFTEIH(]S) e PERT”ELDT(d) encontraram em suas exneri-
encias um acréscimo .SS“JE?- de ma2ssa hen3tica em ratos que recebe-
ram fanobarbital duranta cinco dias; entretanto,  KLAASSEN (21)
HART()7), submetendo animais ao mesio tino de tratamento, durante sete
dias, verificaram um incremento <e 25%., De acordo com RARYA(Z) isto se

ria devido ao fendmeno de hipertrofia e ndo hiperplasia parenouinatosa.

amegmrre At

CONNEY(g) vincula o aumentc do nvpeso do figqado 3 maior

atividade enzimatica microssemal, constatandn um incremento de 35% no

w———a—

peso desse 0rqao.

0s dadns experimentais do presente trabalho concordam

com os da literatura, havendo aumento de 14% do peso de massa hepatica

nos ratos tratados com a citada droga.

4

5.2. Fluxo biliar.

0 fluxo biliar € um imrortante parametro para determina-

¢3o da velocidade de excrecio de compostos na bile(s’lﬁ’zz’ 23,24,25,

29). Nos ensaios com fenobarhital evidenciou-se um aumento tanto de

fluxo biliar como de excrecao de numerosos componentes hi]iares(15’17’

23,39)

. PROBERTS E PLAA(39) sugerem que esse incremento seria paralelo
a uma hipertrofia hepatica, porém, KLAASSEN(za) verificou «que esses
acrescimos nao mantinham uma proporciona]idade,‘ demonstrando um fluxo
significantemente aumentade (50%) 24 haras apos uma dnica dose de feno-

barbital e, alcancando equilibrio entre o sequndo e setimo dias de ad-
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ministracdo; no entanto, o peso do figado nao se alterou significativa-
mente nos primeiros dias, aumentando apenas 15 a 20% apds o sétimo dia

de tratamento.

Pelos resultados aqui apresentados, pode-se verificar um
notzvel aumento do fluxo biliar (87%). Este dado, apesar de considera-

velmente elevado, estZ em concordancia com varios autores(#»19,39)

5.3. lodo iigado as prateinas sericas (PBI).

(30,33)

OPPENHEIDER e BERNSTEIN(3) nas suas experiencias

em ratos, utilizando doses de fenobarbital de 100 mg/kg de peso durante
cinco dias, nao constataram modificacoes significativas do PBI sérico;

dados aue concordam com os resultados obtidos no presente trabalho.

e

B . Embora a iodoproteinemia n3o esteja alterada, a velocida
AT £ il
¢ de de secrecdo de T4 encontra-se aumentada como foi verificado nas expe

rigncias de GILLESPIE(13),

5.4. lodo biliar total. .
26 15 HSoa L8
S0 TSm0

ROLDSTEIN EJTAUROG(]S) observaram em ratos tratados, du-

rante cinco dias, com dose de fenobarbital de 50 mg/kg, um aumento na
/‘M\ '
excrecao biliar de IB]I)acompanhado de incremento proporcional de flu-

e

xo, embora a concentracao do radioisotopo permanecesse inalterada.

Nos resultados acui apresentados, ha um aumento do iodo

total biliar e do fluxo, n3o existindo porém a proporcionalidade citada
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por GOLDSTEIN e TAUROG(]S).' A provavel causa desta diferenca estaria
na dose administrada, se fosse considerada a observacao de KLAASSEN(ZI)

sobre a resposta em funcdo da dose.

5.5. Cromatografia biliar em coluna de Sephadex G-25 M.

A filtracao em gé1 de Sephadex, juntamente com a técnica
dos tracadores radioativos, permite a separaciao dos compostos iodados
numa so etapa, possibilitando assim, obte-los num alto grau de pureza.
Apesar dos problemas de decomposicao e retencao da T4 no gel de Sepha-
dex, esta t8cnica ainda apresenta maiores vantagens em relagdo aos meto

dos de L1ssITZKY(28:27) | ciaril7) & pocuan(18),

fuanto a composicdo da bile em relaciao aos compostos io-

125 ’

dados, apos administracio de T4— I, foram obtidas quatro fracoes, sen

do a quarta identificada como qlicuraonidato de tiroxina, concordando

con os dados encontrados por IKEDA e co].(Tg)-

et

5.6. Tiroxina e glicuronidato de tiroxina.

OPPENHEDMER e co. (37:31.32,33,34) © copynnyz (41, 42)

BERNSTEIN(;) verificaram em suas exneriencias que o fenobarbital induz

em ratos um aumento acentuado no compartimento de'T4 hepatico, resultan

o e i g 4 . AT £ U 8 S g

te da proliferacdo do reticulo endonlasmatico 1iso. Para estes autores
a eliminacdo acelerada do hormonio seria devida ao incremento de secre-
cdo biliar. Sugerem existir, tamben, um aumento no “"turnover" de triio

dotironina serica, acompannado de c¢iminuicZo na concentragio deste hor-
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monio, provocando um estimulo na secrecdo de TSH pela pituitaria. Como
consequencia desse fenﬁméno, haveria um impulso na produgao tireoideana
de maior quantidade de hormonio com intuito de manter a disponibilidade

periferica.

Calcula-se que esse impulso duplique a secregao glandu-
lar e estimule suacaptacao de jodeto/ estabelecendo um novo estado de

equilibrio, no qual, tanto a coricentracdo hormonal sérica como aquela

extra-hepatica permaneceriam normais./

Desde que se postule que o fenobarbital aumenta a quanti
dade de stios de ligacao na fracdo microssomal, a relacdo concentracido
de TalsTtios de ligacao permaneceria inalterada, embora o compartimento

hepatico se encontre aumentado (3%),

A major excregiao biliar de T4 leva, possivelmente, a um
?

incremento tambem fecal deste hormdnio, como sugerem os dados de CAVA-

L1er1 (6,

——————

Na presente experiéncia,'verificou-se que o qrupo subme-
tido ao fenobarbital apresentou maior desenvolvimento dos reticulos en-
doplasmaticos 1iso e rugoso das c€lulas hepaticas, e um aumento de tiro
xina biliar, o que concorda com 2 majoria dos autores supracitados. Es
tes dados mostram ainda, a existéncia de elevada conjugacao hepatica de

T4, fato nao observado "in vivo" ou “in vitro" por GOLDSTEIN e TAU-
ros{15),

A major conjugacao podera ser explicada pelas alteracoes

- [s]
enzimaticas encontradas por EQHw;RTZ(qz) e CDNNEY(‘) em homogeneizados

de figados de ratos submetidos a acio do fenobarbital. Varios autores

verificaram em experiencias similares proliferacdo de REL e RER com pre
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(12,‘38)

dominancia deste Ultimo , 0 que levaria a uma elevagao dos niveis

hepat1cos da UDPCA-des1drogenase e g11curon11-transferase responsaveis

e

pela conjugacgao de T4 com consecuente aumento de g11curon1dato de tiro-

xina.
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6. CONCLUSOES

Os resultados de nossas experiencias permitem as seguintes

conclusoes:

-

/
1. Sob a acao do fenobarbital houve incremento significante dcféé%fdo e
do fluxo biliar.

]251 e

2. Este incremento foi acompanhado de maior excrecio de tiroxina-
de seu glicuronidato quando os animais recebiam este hormonio por

via intraperitoneal. Nao houve alteracao da iodoproteinemia.

3. Contrastando com a literatura, o aumento na excrecao hormonal e de
seu metabolito foi devido, ndo so ao incremento do fluxo mas tambem

a maior concentracao destes compostos na bile,

4. A microscopia eletronica das celulas hepaticas dos animais submeti-
dos ao farmaco em questdo mostrou aumento dos reticulos endoplasmati

cos 1iso e rugoso.
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