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INTRODUÇÃO 

O fígado influencia de várias maneiras e intensamente o 

metabolismo dos hormônios tireoidianos, tanto indiretamente, no seu trans­

porte e distribuição como nos fenômenos de conversão (2,6,9,24)^ 

~ ~ ~ Í13 20 23 24 28) conjugação, degradação e eliminação ^ ' ' ' ' '. É bem conhecido o pa 

pel da TBG ("Thyroxin binding gldbulin") no transporte hormonal í'''1̂ ,31) ̂  

Produzida pelas células hepáticas, a sua concentração ê influenciada pelas 

doenças que afetam difusamente este órgão. Elnbora, em última análise, nes­

tas situações o evraetabolismo do indivíduo seja irantido por mecanismos de 

retro-regulação, a concentração sérica, a fração livre e alguns parâmetros 

da rotatividade hormonal enoontram-se alterados ̂ '̂"'"̂ '̂ '̂•̂ '̂̂ "'"̂ . Alâa deste 

mecanismo, certas doenças hepáticas poderiam interferir tambán ccm o trans 

porte, via aumento dos ácidos: graxos que corpetiriam ccm as proteínas liga 

(17) 
doras dos hormônios tireoidianos 

A conversão hormonal, pela qual a tiroxina (T̂ ) é por 

monodesalogenaçio, transformada em triiodotironina (T^), foi coiprovada re 

centemente í̂ '9,16)̂  onbora este fato tenha sido aventado há muitos anos, 

- (2 23) -
ja da descoberta deste hormônio triiodado ' . Ê nas células ĥ jâtàcas 

que esta conversão ê efetuada, podendo a seguir duas vias metabólicas: 

para ou paira "T^ reversa" (rT̂ ) seu isómero metabolicamente inativo 

27) ~ 

. Distinguem-se os dois pela posição de um dos atemos de iodo na cadeia 

difenil-êter e o estudo mais pormenorizado deste evento foge ao escopo des 

ta introdução. Sabe-se, no entanto, que aqui também, nas alterações hepâti 

cas ou em algunas situações de queda de higidez, há una maior produção de 
(9) 

rT^ em detrimento da ^ '. 



A c»nj\2gação hepática representa, talvez, o mecanismo 

principal de metabolizaçio dos hormônios tireoidianos. A e são subne 

tidas, nos hepatõcitos, ã sulfo e ã glicurooonjugaçao (3,13,24,25,28)^ 

ra a glicurooonjxagação, que interessa ao presente trabalho, tem-se esqxiaia 

ticamente: 

UDPG* + 2 NAD"^ IJSPGA + 2 NADH + 2 H"̂  

(UESPG desidrogenase) 

UDPGA + R-CH R-O-glicuronidato + ÜDP 

(glicuronil transferase) 

Acumulados, avidamente, pelo fígado, os homônios tireoi 

dianos são conjugados e eliminados através do sistema h^jato-hiUar, atin­

gindo o duodeno, onde vão ser svtmetidos a desoonjugação pela beta-glicuro 

nidase entérica. Liberados em parte, podem ser reabsorvidos e retomar ã 

corrente circulatória, instituindo-se então xm ciclo entero-hepátioô ''̂ '̂"'"̂ ' 

28) 
• 

Sob o ponto de vista da sm degradação hepática os hontiô 

nios tireoidianos podem ser desaminados, dando origem a derivados acéticos, 

propiôrxicos e piinívidos, algxms dos quais tân sido estudados quanto ã sua 

potência metabólica relativa e a sua capacidade de participar dos mecanis­

mos de retro-regulação. Assim descrevem-se os ácidos triiodo e tetraiodoa-

céticos, propiônicos e pirúvioos (̂ '̂̂ O)̂  

Outros caminhos degradativos oonstituem-se na descarbojd 

laçio, desalogenação Í5,20,24) ̂  ̂  rcnpimento da cadeia difenil-éter 

*UDPG = uridina^difosfato-glioose; NAD = niootinamida-adenina-dinucleoti-

deo; UDPGA. = ácido uridina difosfoglicurônico; NAEE = nicotinamida-adeni 

na-dinucleotldeo reduzido; UDP = uridina-difosfato; R-OH = coiposto a ser 

glicuronisado. 



Assim os oc3ipanentes biliares iodados são múltiplos e a abordagem do seu 

estudo coiplexa e descritiva. 

Sob o ponto de vista fisiológico, não se sabe ccm segu­

rança se alguns deles têm representação na econcmia do organismo. 

A literatxnra i relativamente escassa sobre o estudo do 

Í5 23 25 

metabolismo dos hormônios tireoidianos nas alterações hepáticas ' ' ' 

26,27,31) ̂  Yy^j^ condições básicas podem ser estudadas. Una em que existe 

tona alteração difusa parenquimatosa ^̂ '-̂ ^̂ , cujo grau máximo seria a cir­

rose e outra condição que é estudada neste trabalho, a obstrução das vias 

biliares ^^3,25)^ Nesta última, nos períodos iniciais, a função deverá ^ 

tar preservada pelo menos quanto ã glicurooonjugaçao. Assim, nesta situa­

ção, os homônios retoiniariam ã corrente circulatória, tanto "in natura" 

ccmo sc±> aquela forma metabolizada. Não há, pelo menos na revisão feita, 

nenhum trabalho da literatura que tenha estudado a coiposição qualitativa 

e quantitativa dos caipostos iodados nesta situação. Sabe-se, no entanto, 

que os glicuroconjugados retrodifundem-se para a corrente circulatória 
(23) 

^3Ós ligadura experimental do colédoco. Assim, Itoche e col. , an wa. 

trabalho singiüar, conseguiram por técnicas de cromatografía an papel, i-

dentificar os glicuroconjugados em plasma de ratos ocm ligadura esiperimon 

tal do colédoco. Estes ccitpostos não foram eiKJontrados em condições nor^ 

mais. Os outros estudos restringan-se a dados morfológicos, â captação de 

ã avaliação da iodemia proteica nesta situação ^̂ '̂̂ ^̂ . Telkkâ e 

(29) 

col. verificaram, era ratos, que a obstrução biliar levava a wa. aunai 

to da substância coloide e diminuição da altura das célvilas tireoidianas, 

sugerindo uma hipofunção glandular. Segundo os autores, estes dados refle 

tiriam uma diminuição funcional devido â retenção de ácidos biliares deri 

vados do colesterol, "cuja ação depressora sobre a tireóide seria sijperpo 
/ O C X 

nível âqi:iela dos estrõgenos". Scazziga e col. , em 10 pacientes ocm 



icterícia obstrutiva, verificaram aumento da iodemia proteica e conserva­

ção da noranalidade de captação de '̂'̂'̂I pela tireóide. 



PRCPOSTTOS DO TRABAIflO 

*̂  De pcjsse de técnicas mais refinadas e atuais para a se­

paração dos ocnpostos iodados tireoidianos por coluna de gel de Sephadex o 

presente trabalho se propõe a estudar: 

1. A separação e identificação por cranatografia em gel 

de Sephadex G-25M, do glicuronidato de tircacLna ra -

dioativo (•'•̂ Î-T̂ -G) após a administração de ''"^^I-T^ em ratos ccm obstrução 

biliar mecânica experinental. 

2. A ccxitribuição dos vários caiponentes séricos, urina 

rios e fecais identificáveis nesta situação. 

3. As alterações funcionais tireoidianas decorrentes das 

modificações metabólicas estabelecidas. 

4. A cinética do I-T^-G injetado em ratos normais. 



MATERIAL E MÉTODOS 

Porara utilizados ratos machos adultos normais, da raça 

Wistar, mantidos no biotérlo do lEA, sc±) dieta ccmum, ccm peso variando de 

200 a 250 g. 

Os animais foram anestesiados ccm éter, isolando-se cui 

dadosamente o duto biliar e fazendo-se sm ligadura ccm fio de rylon dtplo 

em três regiões do colédoco: junto ao hilo do fígado, na porção média e 

próximo â desembocadura do meato no duodeno. 

Pipos 24 horas de obstrução, os animais receberam 150 

125 

yCi de radiotiroxina ( I-T̂ * - atividade específica de 70 yCL/yg), por 

via intraperitoneal. Simultaneamente un grvpo de animais intactos recxbeu 

a mesma dose. A '''̂ -̂T̂  foi injetada por esta via para que fosse absorvida 

pela circulação portal, entrando em contato direto ccm o fígado, enquanto, 

por via svibcutânea, serla absorvida após entrar na circulação sistêmica. 

Os animais, assim pré-tratados, foram isolados em gaio­

las metabólicas para ooleta (24 horas) de urina e fezes. Decorrido o tempo 

acima citado, fez-se a sangria por punção cardíaca, separando-se o soro 

por centrifugação. 

Do grupo intacto, alguns animais foram separados, alea-

125 ~ 

* I-T̂  - marcada no Centro de i^licaçoes Biomédicas de Radioisótopos e 

Radiações do Instituto de Energia Atônica - SP. 



tcíriamente, para procec3er-se ã ooleta da bile. Estes, foram anestesiados 

ocm pentobarbital sódico a 3% no volvime de 0,1 ml/lOOg de peso e stümeti -
r 

dos â cirurgia para inserção de tubo de polietileno de 0,5 itm de diâmetro 

interno, no conduto biliar, bem próximo ao fígado, a fim de evitar a dilui 

ção da bile ocm o suco pancreático. Os materiais biológicos ooletados (so­

ro, bile, urina e fezes) foram mantidos a 4°C. 

1. Tratamento do material biológico 

1.1. Soro 

1.1.1. San tratamento 

1.1.2. Si±metido a proteólise enzimática ocm pronase*, pH de 8,5 

ocm NaOH - IN, na proporção de 10 mg/ínl, durante 18 horas a 

37°C. Decorrido este período de terrpo o pH foi ajustado a 7,4 ocm HCl - IN 

e centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi separado para 

posterior análise. Este procedimento visava liberar os ocnpostos iodados 

das proteínas transportadoras e tomá-los livres para serem identificados. 

1.2. A \irina foi vttilizada san tratamento previo 

1.3. Fezes 

Foram lavadas em água corrente para eliminar possíveis contamina -

ções ccm a urina. Este tratamento não deve remover atividade significante 

do material ^̂ ^̂ . Após a honogaieização, foram acidificadas a pH 2 ocm 

HCl - IN e extraídas três vezes ocm igual volume de n-butanol, ajustando-

*pronase - procedente do Laboratório Calbiochan - Los Angeles - Califórnia. 

file:///irina


se o pH em cada extração. Reunidas as fases butanólicas, elevou-se o pH a 

10 ocm NaCH 10% para evitar a desalogenação dos ocnpostos iodados. Termi­

nado o processamento, a amostra foi evaporada até a secagan em tenperatu-

ra ambiente, sc±> corrente de nitrogênio. O residuo seco foi redissolvido 

ccm 3 mi de agua destilada, ajvistado o pH a 7,4 ccm HCl - IN e centrifuga 

do durante 10 minutos ccm intuito de sqparar o scbrenadante. 

1.4. Bile 

1.4.1. Sem tratamento 

1.4.2. Submetida a hidrólise enzimática ccm pronase, seguindo-se a 

mesma técnica utilizada para o soro. 

2. Separação e identificação dos ocnpostos iodados tireoidianos 

2.1. Crcmatografia por filtração em gel 

Bn todo procedimento crcmatográfico utilizou-se o método descrito 

(21) Í18) por Lissitzky e col. , modificado por Ikeda e col. ̂  . 

2.1.1. Coluna crcmatográfica 

Coluna de vidro de 40 cm de altura por 2,5 cm de diâmetro 

interno ccm a extremidade JLnferior afunilada, adotada ccm tubo de latex 

ocm pinça e pipeta de Pasteur para controle do fluxo de saída do eluído. 

Na parte inferior da coluna oolocourse lã de vidro para a retenção do gel, 

a seguir, ela foi fixada em posição vertical para o processamaito crcmato 

gráfico. 



2.1.2. Preparo da oolima de Sephadex 

f 

I^s a pesagan de 35g de Sephadex G-234* acrescentoxj-se por 

agitação 120 ml de água destilada. Para obter mi entumecõmento hcinogineo 

o gel foi mantido por 24 horas a 4°C. No manento de veo, os grãos finos 

que pemaneoeram no sobrenadante foram desprezados. O gèl previamente in­

chado foi entornado cuidadosamaite pela parede da colima oontaido água 

destilada até a metade da sua altura e a saída aberta em fliixo lento para 

oonseguir boa hcmogeneidade e evitar a formação de bolhas. Quando a sus -

pensão do gel atingiu 20 cm de altura, protegeu-se a siçerfíde da coluna 

ccm um disco de p^jel de filtro de igual diâmetro. Esgotado o líquido em 

excesso, eqirLlibrou-se a coluna peroolando-se taitpão TRIS-HCl** 0,05M a 

pH 7,4 , até qxje o líquido de saída ̂ aresentasse o meano pH do tanpão. O 

flvxD foi controlado para uma velocidade de 1 ml/ínin. 

2.1.3. Fradonamento dos ocnpostos iodados existentes no material 

biolõgioo 

ün volume adequado da amostra (soro, urina, bile ou extrato 

fecal) fd depositada sobre o Idto do gel. As quantidades aplicadas fo­

ram senpre menores que 5 ml. O fradonamaito foi inidado ̂ s a penetra­

ção total da amostra, sendo a parede da coluna lavada por três vezes ocm 

2 ml de tanpão de eluição TRIS-HCl a pi 7,4. Durante a percolação, no to­

tal de 80 a 120 ml, o fluxo foi controlado âs custas da pressão exercida 

pelo líqddo sdbre o gel. Esgotado o tanpão, introduzii:î se 100 ml de ami-

lol (previamente equilibrado ocm igual volume de NH^OH - 2N). Efetuou-se o 

•Sephadex Ĝ 25M - procedente de Pharmada-Fine Chemicals AB, Uppsala, Swe 

den. 

**TRIS = TRIS(hidroximetil) amincmetano - Merck. 

• - ' ' N U C L E A R E S 
I- f-- E , N . 
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mesmo procjessamento com 120 ml de NH^CH - 2N. Terminada a eluição, a ra­

dioatividade de cada tubo (contendo 5 ml) foi detectada em cintilador au^ 

temático tipo "poço" dotado de cristal de Nal(Tl)*. Oonstruiu-se o gráfi­

co em papel milimetrado, tendo no eixo das abscissas os nüneros das fra­

ções coletadas e no das ordenadas as oontagens respectivas, expressando -

se a proporção relativa de cada pico em termos de porcentagem da contagem 

total. 

2.2. Identificaçib das frações pelo método de crcmatografia em papel 

A identificação das frações, previamente obtidas por filtração em 

gel de Sephadrac, foi realizada pela análise crcmatográfica por partição, 

ütilizou-se papel Whatman 3 Ml** em txês sistemas de solventes: n-butanol 

-m^CB - 2N (1:1); n-butanol-ãcido aoêtioo-água (4:1:5) e 2,4,6-colidina-

água (35:100) em ambiente de NH^CH. 

Para cada sistema, os catponentes foram colocados na proporção a-

cima citada, era funil de separação e após a satviração do solvente orgâni­

co ocm solução aquosa, foram deixados em repouso para estabilização. A 

fração butanólica serviu ocmo fase móvel e a aquosa ccmo estacionaria. No 

sistema em que foram utilizadas oolidina e água, estas serviram de fase 

móvel e o NH^CH, colocado .na parte inferior da ciiba, serviu de fase esta­

cionaria. 

*Autcmatic Gartma QDtmting System, Nuclear Chicago Corporation, Illinois, 

USA. 

**Papel Whatman - Whatman England by W. & R. Balston Ltda. 
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Os amino-âcidDS* não radioativos, MIT, DIT, e T^, assim ocmo o 

iodeto de sódio, foram utilizados para identificação e localização dos pi­

cos obtidos por filtração em gel nos respectivos sistemas de solvaates. 

tha amostra de cada fração, num volunne de 0,1 a 0,2 ml foi crcmatografada 

em conjunto e pareLLelamente ocm os padrões. 

Na cuba crcmatográfica, contendo a fase estacionaria, oolocour-se 

o crcmatograma, a fim de sáturá-lo ccm o meio. Através de um orifício eoLs 

tente na parte superior, acrescentou-se o solvente, evitando desta forma, 

o rcnpimento do equilíbrio previamente estabelecido ocm a fase estaciona­

ria. î JÓs o desenvolvimento, que variou de 20 a 24 horas, o crcmatograma 

foi retirado e secado an tenperatura ambiente. 

Fez-se a revelação por meio de reações químicas, ocra cloreto de 

paládio a 10%, para identificação e localização do iodeto e reativo de Pau 

ly para amino-ácidos iodados. Com auxílio de jato de ar frio, proce -

deu-se ã secagan dos crcmatogramas, que foram cortadc« em tiras de 1 cm de 

largura, para estimar-se a radioatividacle em oontador autcraátioo tipo "po­

ço". Os gráficos foram traçados em papel milimetrado, saído lançados no 

eixo das abscissas os segmentos (cm) e no eixo das ordenadas as oontagens. 

Os resultados de cada pioo foram expa-essos em termos de porcaitagem da oon 

tagem totcd. 

3. Identificação e determinação da pureza do glicuronidato de tiroxina ra­

dioativo (•'•̂ Î-T̂ -G) 

*MrT (raonoiodotirosina) e DIT (diiodotirosina) - Nutritional Biochanicals 

Corporation - Cleveland - CMo. T^ e T^ - Sigma Chanical Conpary -

USA. 
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Ocm o intuito de se estudar o ocmportamento biológico do T^G*, fez-se a 

siia identificação por hidrólise enzimática e determinação da pureza por xoé 

todos crcmatográficxís. 

125 
3.1. Identificaçao do 

125 

3.1.1. Una fração atribuida ao I-T^-G, proveniente do soro de 

rato ccm obstxução biliar, foi sx±metlda a proteólise enzi­

mática, visando a desoonjugação do ácido gUcuronioo. Una alíquota de 3 ml 

foi incubada ccm 5.000 U.I. de betarglicuronidase bovina** a pH 4,5 tanpo-

nada oom acetato de sodio pi 4,5 a por 18 horas. A segviir, ajustou-se 

o pH a 7,4 cxan NaCM - IN e por centrifugação, separou-se o sobrenadante, 

que foi cxi >iiatografado por filtração em gel de Ŝ ahadex G-25M, conforme 

descrito no íton 2.1. 

3.1.2. Identificação pelo método de crcmatografia em papel 

125 

A fração de foi analisada pelo método crcmatograr-

fioo em papel, utilizando-se a mesma técnica descrita no item 2.2. Na fal­

ta de padrão de T^-G, a sua localização no crcmatograma foi estimada de a-

cordo ocm aquela citada na literatura. 

125 

3.2. Estudo da capacidade de ligação do I-T̂ "G âs proteínas plasmáti 

cas 

*Errbora se saiba que a "'̂ Î-T̂  possa ser desalogaiada e o produto resxiL-

tante (T^), oonjiagado ao ácido glicurônico (T^-G), xisaremos neste trabalho 

sánente a sigla T^-G, para nos referirmos ao IV pico. 

**Beta-glicuronidase bovina - procedente da General Diagnostic Division, W. 

Chilcott Division - Morris Plain, New Jersey, USA. 

I n S T I T L ; " 'o • • • ' ,1 L • • P C É " ' ' i r - ' . i J U C L E A R E S 

i, E . N . 
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A fim de se determinar a afinidade ligadora do I-T̂ "̂  as proteí 

nas séricas, reallzarant-se os seguintes eaqjerimentos: 

3.2.1. Acrescentaram-se a 1 mi de ̂ ^^I-T^-G, marcado endógenamente, 

2 mi de soro de rato normal. A mistura foi incubada a 

por 18 horas. Passado este período pré-estabelecLdo, peroolour-se o mateil 

al através da coluna de Sephadex Q-25M, equilibrada can tanpão TRIS-HCl a 

pH 7,4 , seguindo-se a mesma metodologia descrita anteriormente no item 

2.1. 

3.2.2. Para estabelecer uma proporcionalidade entre as concentra -

ções dos constituintes iodados tireoidianos livres e liga -

dos às proteínas transportadoras, houve necessidade de liberá-los destas, 

s\Ametendo-as ã ação proteolítica para poder quantificá-los. Goa este in -

tuito, fez-se uma incubação a 37°C (oon pronase, na proporção de ICSng/lml, 

ajustando-se o fu a 8,5 ccm NaOH - IN durante 18 horas) dos soros e do pi­

co I (figvira 1) proveniaites de ratos normais e ocm obstrução biUar. Ter­

minada a hidrolise, o pH do material foi ajustado a 7,4 e si±metido a cen­

trifugação. Posteriormente, fez-se a separação dos coipostos iodados exis­

tentes no sdarenadante pela filtração em Sephadex G-25M, assegurara as 

mesmas condições experimentais anteriores (item 2.1.) 

4. Estimativa da atividade da glândula tireóide 

A atividade glandular na obstrução biliar pôde ser determinada através 

da sua Cc^cidade de ocxicentração e de organificação do radioiodo circulan 

te. Adminlstrourse an cada animal, 1 yCi de por via intraperitoneal, 

tanto no gnjpo controle, ocmo naquele ocm obstrução biliar. Estes animais 

*125 
I - procedente da New England Nuclear, Boston. 
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foram divididos em dois siáagruços: 

4.1. O primeiro subgnço foi sacrificado, após 24 horas. A glândula ti­

reoide foi removida, fazendo-se una incisão na altura do pesooço , 

isolan±)-a cuidadosamente e cortando a traqueia onde se encontra aderida 

ã tireóide. Evitou-se qualquer contaminação que~pudesse interferir poste -

riormente na detecção da sua radioatividade. Cada glândula foi oolocada, i 

mediatamente, em tubo especial contendo 1 ml de solução fisiológica e a 

atividade do radioiodo detenninada no cintilador gama tipo "poço". Gonocnd 

tantamente, fez-se a leitura do padrão preparado de uma alíquota da dose 

administrada, c±edecendo-se senpre âs mesmas características gecniétricas 

de contagem. Os resultados foram expressos em por oento da dose administra 

da. 

125 
4.2. Determinação do radioiodo ligado a proteínas séricas (PB I) 

ípóe 48 horas da administração do ''"̂ Î, os animais do segimdo s\3b-

grupo foram anestesiados ocm éter, para a ooleta da amostra sanguínea por 

punção cardíaca e o soro separado por centrifugação. Estes foram destina -

dos a avaliar a concentração isotópica dos ocnponentes iodados circulantes. 

A fração homonal, marcada pelo radioiodo, depois de organificada e secre­

tada na circulação pela tireóide, foi detectada utilizando-se o método oro 

matográfLoo de troca iónica. 

125 

A estimativa do PB I e preferivelmente executada ̂ »s 48 horas, 

tenpo no qual 70 a 90% da radioatividade enoontrar-se ligada â fração pro -

téica. 

ütilizoxi-se uma oolxma de polietileno de 1,2 on de diâmetro inter^ 

no por 6,5 cm de altura, tendo a parte inferior afunilada, ccm un orificio 
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de 1 ma de diâmetro na extxemidade. Nb terminal, c3olooou-se lã de vidro a 

fira de se evitar o esooamento do Amberlite* (resina trocadora anionica, na 
r 

forma clorídrica), que foi oolocada até a altura de 2 cm e lavada por duas 

vezes ccm 5 ml de solução fisiológica. A separação foi feita pela afinida­

de ccm os gnços iónicos, que são parte integrante da resina. Percolaram-

se através da ooluna 2 mi de SOTO; após seu esgotamento, lavoû-se duas ve­

zes ocm 1,5 ml de solução fisiológica. O elioido foi recolhido en tubo espe 

cicil e o volunne ccnpletado a 5 ml ccm água destilada. A atividade foi de­

terminada e comparada ccm o padrão, preparado de xma aliquota da dose adnd 

nistrada. O resultado foi expresso em por cento por litro era relação â do­

se. 

" 125 
5. Estudo dinâmico do glicuronidato de tircocina radioativa - I-T̂ -G 

5.1. Obteve-se o glicuronidato de tiroxina, utilizando-se o método de 

marcação por síntese biológica do soro de ratos com icterícia obs­

trutiva experimental, provocada pela ligadura do conduto biliar. A estes 

animais administraram-se 150 viCi de ̂ ^^I-T^ por via intraperitoneal. Pçôs 

si±meter o soro a uma hidrólise enzimática ccm pronase, a fração de 

125 -
I-T̂ -G foi isolada por filtração an gel de Ŝ jhadex G-25M. 

Apôs a medida da atividade, os tubos contendo eluidos, referente a 

glicuronidato de tiroxina (fração IV), foram reunidos em m só frasco, des 

prezando-se as frações iniciais e finais de atividade radioisotópica menor. 

Dxi seguida, o material foi liofilizado e o resíduo redissolvido em volume 

de 1 ml, ccm soliição salina a 0,9%. Do liofilizado, retirou-se uma alíquo­

ta para confirmar a sua pureza, utilizando-se os métodos crcmatográficos 

convencionais. 

*ünberlite IRA. 410 - Procedência Qeel 
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A si±istância foi considerada quimicamente pura, apôs o fracionamen 

to, identificação e determinação quantitativa pelos métodos crcmatográfi -

cos aqui citados. 

— 125 
5.2. Detenninação da curva de decaimento biológico do I-T̂ "̂  

Para este propósito, iitilizaram-se ratos machos intactos, pesando 

cerca de 250 a 300 g, mantidos sob dieta ocraum. 

Os animais anestesiados ccm pentobarbital sódico a 3%, num volume 

de 0,lmlA00g de peso, foram submetidos ã cirurgia, para cateterização do 

duto biliar, fazendo-se tm pequeno corte na região média do colédoco e in­

serindo por esta via xm tubo de polietileno de 0,5 mm de diâmetro interno 

e 15 cm de ccnprimaito. A cánula foi introduzida, cuidadosamente, bem pró­

xima ao fígado e presa ocm linha de algodão em três regiões, a fira de evi­

tar o seu deslocamento. Fez-se a sutura da parede abdominal dos animais, 

deixando externamente una parte do tubo para a coleta da bile, que deve -

ria fluLr normalmaite através da cánula. 

Aos animais, assim preparados, administrou-se intr̂ jeritonealmente 

0,Eml de ̂ ^^I-T^-G, anteriormente obtido, ünediata e simultaneamente ini -

dou-se a coleta das amostras de bile e sangue (este em tubo heparinizado), 

em intervalo de taipo prê-determinado, de 15 em 15 minutos, até conplètar 

três horas. Foram determinadas as radioatividades nas amostras (100 yl) do 

pQaanaeda bile, de diversos tenpos, no contador automático tipo "poço". 

125 

As curvas de decaimento radioativo do I-T̂ -G da bile e do pias 

ma foram obtidas, lançando em papel semilogarítmioo, no eixo da ordenada, 

as oontagens das amostras e no da abscissa, o taipo em que estas foram co­

letadas. 
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A análise das curvas £õi feita ocm auxílio do ccnputador, L ± Í 1 Í 

zando sistema de programa SAñM-23. 

125 
5.3. Ocm intuito de se aquilatar o grau de desoonjugação do 

injetado em ratos intactos, realizaram-se análises crcmatográficas 

em papel da bile (coletada a cada 15 minutos) e por filtração en gel de Se 

phadex (amostra biliar de 2:30 horas). A separação dos conponentes iodados, 

foi feita de aoordo ccm as técnicas anteriormente mencionadas (2.1. e 2.2.). 

6. Análise estatística 

6.1. cálculo da variância 

A correlação dos dados obtidos nos grupos em estudo, foi feita atra 

vês do cálculo de variância do teste F̂ "̂ ^̂ , aplicando-se a seguinte fórnaila: 

onde: 

S^ = desvio padrão de maior valor 

S2 = desvio padrão de menor valor 

Quando o F encontrado foi menor que o F crítico (variâncias iguais), 

estimou-se a significância da diferença pelo teste t de "Student" ̂ ^̂ ,̂ repre 

sentado pela fórmula; 

^1 - ^2 

1 + 1 

g2 ̂  (n̂  - 1).S^ + (n2 - 1).S^ 

^̂ 1 ^2 " 

GL = n̂ ^ + n2 - 2 

onde: 

|vsT n u " I J U C L E A R E S 

F . N. 
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n. = núneros de animais 

valor médio 

s = variância referente ao valor Y. 

^1 = 

GL = 

desvio padrão relativo ao 

graus de liberdade 

Quando o F encontrado foi maior que o F crítico (variâncias desi 

guais), aplicoxi-se o teste respectivo, vitilizando-se a fórmula: 

7 l - ^2 

^1 + h 

' 4 

f _ L^i 

,2 1 

^2 J 

' 4 ' 

"iJ 
n̂ ^ + 1 

,2n 

L^2J 
n2 + 1 

- 2 

onde: 

n^ = núnero de animais 

î = 

^1 = 

f = 

valor médio 

desvio padrão relativo dos Y^ 

graus de liberdade 

6.2. Análise da curva de decaimento do glicuronidato de ilroxina radioa-

125 
tiva - -̂ "̂ Î-T̂ -G 

O estudo foi realizado com auxílio do oonputador, \itilizando-se o 

(4) 

programa SAAM-23 , modelo dirigido para analise cinética que permite a In 

tegração das informações avaliaveis dos dados esçerlmentais, obtidos an a -

pllcações bicmédicas. A estimativa inicial foi feita correlacionando as con 

tagens das frações radioativas ranovidas do sistana (presente no plaana e 

bile) por unidade de tanpo. 

file:///itilizando-se
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RESULTADOS 

Separação caxmatográfica por flltxação em gel de Sephadex G-25M, reali 

zada no soro, ijrina e fezes de ratos ocm icterícia eaqjerimental por 

obstnação das vias biliares e em animais controle, após 24 horas da ad 

125 
ministraçao intraperitoneal de ^ 

Os pióos resviltantes da eliiição, foram identificados por 

análise crcmatográfica de pai±ição em p ^ l , em oo junto e paralelamente 

ccm aminoácidos iodados não radioativos. Pela ordem cranológica da elui­

ção, ccmo estão demonstrados nas figuras 1, 2, 3 e 4 os picos foram carac 

terizados ocmo sendo: 

1. Proteínas iodadas (pico I) - iodeto (pico II) e tirosi 

nas, se existentes, eluídos sucessivamente em tanpão 

TKES-HCl - pH 7,4. 

2. Tiroxina (T̂ ) e triiodotironina (T̂ ) (pico III), elm-

das ocm amilol saturado ccm NH^CH - 2N. 

3. Glicuronidato de T^ (pioo IV), eluído ocm NH^OH - 2N. 

Pelos dados c±>tidos, pode-se verificar que, diferentonen-

te dos normais, os animais ictéricos ̂ xresentam an soro proteolizado ocm 

125 
pronase (figura 2B), uma quantidade de I-T̂ -G de 15,88 ± 3,81% (tabela 

I). Conccmitantemente (tabela H , figura 3B) houve, nestes animais, elinà 

~ 125 
nações por vias urinarias, de proporções grandes de I-T̂  (8,26 ± 2,96%) 
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cpm 

soxicP. 

10 XI 

n 8 7 , 0 9 % 

I 

AA 

i 
I NH40H.2N 

I 

8,70% 

T4+T3 

4 , 2 5 % 

123= 

4 
30 XIO-

4 
20 XIOH 

10X10 

PI 7 4 , 3 0 % 

I 

IO,TO% 

AA 

B 

NH4OH.2N 

números de tubos 

FIGURA 1. Coiparação da distribuição da radioatividade dos ocnponentes iodados, obti 

dos por filtração am gel de Sephadex G-25M dos soros (não proteolizados ccm 

pronase) de rato normal (A) e ocm icterícia obstrutiva (B). No grupo (B), 
125 observa-se a região do I-T̂ -G, apos a eluição cera NH^CH - 2N. 
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cpm 

3 
l O X i O i 

3 
5 X I 0 Í PI 

18,41% 

AA 

i T**T3 67,76 % 

13,83% -1 tSf09 r9 

NH^0H.2N 

T 4 J 3 4 8 , 3 9 % 

i 

NH4OH. 2 N 

T 4 Q 

17,37% 

números de tubos 

FIGURA 2. Ccniparação da distribuição da radioatividade dos oanponentes iodados, 

obtidos por filtração em gel de Sephadex G-25M, dos soros (proteoliza 

dos oon pronase) de rato normal (A) e oon icterícia obstrutiva (B) 
~ 125 - ~ No grupo (B), observa-se a região do I-T̂ -G, após a eluição oan 

NH.CH - 2N. 
4 
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c p m 

4 
30 X 10 

4 
2 0 X 101 

4 
10X10 

P I 

0 , 0 3 % 

I" 9 9 , 3 5 % 

1_ 

A A N H „ 0 H . 2 N 

T44T3 

0 , 6 5 % 

4 
9 0 X 1 0 1 

5 0 X 10 

4 
10X10= 

4 
5X10 

B I" 8 2 , 6 7 % 

PI 

0 , 5 4 % 

AA 

1 T 4 + T , 

7,7 4% 
NH4OH. 2N 

números de tubos 

FIGURA 3. Comparação da distribuição da radioatividade dos componentes iodados, obtidos po 

filtração em gel de Sephadex G-25M, das urinas de rato normal (A) e com icteríci 

obstrutiva (B). Observa-se um incremento significante do pico III (T„ + T 3) e 
125 ~ 4 - 5 

presença do pico IV ( I-T4~G) na representação grafica (B). 
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30^ 

O 
X 
E ' O 
o. 
u 

P I 

19,59% 

AA 

T4 T3 48,30% 

14,51% 

A 1 

NH4OH 2 N 

n^s de tubos 

X 
E 
a . 
u 

n^s de tubos 

FIGURA 4. CXxrparaçio da distribuição da radioatividade dos oonçonentes ioda 

dos, obtidos por filtração an gel de Sefáiadex G-2EM, dos extratos 

butanolioos fecais de rato normal (A) e cora ictericia obstrutiva 

(B). Observa-se na representação gráfica (B), um incranento do pi 
~ 125 

co III (T̂  + T^) e una redução significativa do pioo IV ( I-T̂ -G) 
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Tabela I 

^"""^^^Pioos % P I I~ e/ou T , - . G 

Rates n9s I ^ 11 I H IV 

1 23,05 10,25 66,70 

2 21,85 16,40 61,75 

3 15,34 10,61 74,05 

4 20,65 15,37 63,98 

5 18,41 13,83 67,76 

6 22,97 12,43 64,60 

M 20,38 13,15 66,47 

dp 3,01 2,50 4,27 

- Ratos oan obstrução b i l i ar 

1 25,63 12,37 47,86 14,14 

2 17,64 16,60 48,39 17,37 

3 16,67 17,89 51,60 13,84 

4 11,56 15,72 52,49 20,23 

5 12,73 13,95 61,41 11,91 

6 5,64 23,51 46,21 24,64 

7 10,56 25,26 49,78 14,40 

8 11,62 16,59 52,87 18,22 

9 8,17 16,78 61,34 13,71 

10 18,21 16,91 50,12 14,76 

11 13,25 13,79 53,35 19,61 

12 12,45 18,72 57,85 10,98 

13 12,37 15,63 58,89 13,11 

14 15,63 13,52 56,18 14,67 

íi 13,72 16,94 53,43 15,88 

dp 4,88 3,63 4,80 3,81 

5̂,05 = 3-9« F = 2,63 F = 2,11 F = 1,26 

t = 3,07 t = 2,32 t = 5,74 

GL = 18 GL = 18 GL =18 

t* = 2,1009 t* = 2,1009 t* = 2,1009 

Cranatografia por filtração em gel de Sephadex 0-25M do 

soro proteolizada de ratx)s, após a administração da ^^^I-T^ 

Patos intactos 
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Tabela IX 

Cranatografia por filtração em gel de Sephadsx 

G-25M da urina de ratos, apôs a administração da 

Batos intactos 

125. 

~.>£iaos % P I I ~ e/ou T 4 - G 

Ratos n 9 s ^ > I 11 I I I IV 

1 0,03 99,32 0,65 
2 0,10 98,57 1,33 
3 0,06 98,32 1,62 
4 0,04 98,44 1,52 
5 0,05 98,77 1,18 
6 0,14 98,02 1,84 
7 0,06 99,07 0,87 
8 0,03 98,25 1,72 
9 0,07 97,74 2,19 

10 0,11 98,35 1,54 
11 0,04 97,95 2,01 
12 0,10 97,37 2,53 
13 0,05 98,53 1,42 

5 ̂ 0,068 98,38 1,57 

dp 0,034 0,53 0,51 

Batos oom cásstruçãb b i l iar 

1 1,00 76,50 17,98 4,52 
2 0,47 82,90 8,91 7,72 
3 -0,61 84,67 7,68 7,04 
4 0,20 89,23 3,19 7,38 
5 0,39 86,87 6,92 5,82 
6 0,53 86,51 5,43 7,53 
7 0,51 81,53 4,75 13,21 
8 0,48 83,79 8,12 7,61 
9 0,54 82,67 7,74 9,05 

10 0,57 83,89 7,84 7,70 
11 0,96 82,96 9,03 7,05 
12 0,46 87,17 6,49 5,88 
13 0,43 82,69 11,21 5,67 
14 0,58 83,60 9,08 6,74 
15 0,36 82,15 7,89 9,60 
16 0,47 84,84 7,76 6,93 
17 0,59 82,93 10,80 5,68 
18 0,41 84,16 7,18 8,25 
19 0,47 84,69 9,25 5,59 
20 0,46 82,62 8,04 8,88 

M 0,52 83,82 8,26 7,38 

dp 0,19 4,00 2,96 1,92 

F* = 2,46 F = 31,23 F => 56,96 F = 33,69 

t = 10,386 t = 16,064 t = 9,885 

GL » 21 GL = 20. . GL = 21 

t* = 2,0796 t* = 2,0860 t » = 2,0796 
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125 ~ 
e de I-T̂ -G (7,38 ± 1,92%). No grxço cxantrole nao se encontrou 

125 
I-T̂ -G, no soro ou na urina; nonnalmente ele é excretado pela bile, ne 

taboUzado no intestino e apenas uma pequena quantidade eliminada pelas 

fezes (figura 4). Note-se também que, nos ratos intactos, a prc^rção de 

125 
I-T̂  na urina e relativamente pequena (1,57 ± 0,51%) (tabela H ) . 

Os soros provenientes de ratos ccm obstrução, que não so-

125 

freram ação proteolítica, apresentaram níveis de I-T̂ -G livre 8,80 ±1,85% 

(tabela HI). Esta fração Incubada com soro de rato normal, ligou-se às pro 

teínas séricas rama proporção de 34,30% (figura 5). 

A obstrução das vias biliares não Inpediu que, nas fezes 

destes animais, fossem encontrados, tanto a ̂ ^^I-T^ cerno o ̂ ^^I-T^-G, indi 

cando vma possível eliminação destes ocnpostos pelas paredes intestinais. 

125 ~ 
Nas fezes (tabela IV) a I-T̂  ̂ resoitoii-se em prcporçao elevada (58,68 

125 

± 7,34%) e o I-T̂ -G diminuido (7,33 ± 2,83%). Bn ratos normais, o resvd. 

tado foi respectivamente de 46,22 ± 4,08% e de 18,33 + 1,87%. 

A análise das representações gráficas do pioo IV, leva a 

125 ~ crer que o l-T^-G sofre processo de metabolizaçao, apresentando-se na u 

rina dos animais ictéricos (figura 3B) e nas fezes (airbos os grupos) (figu 

125 

ra 4), provavelmente ocm out:ros glicuronídeos, alân do I-T̂ -G. Estudan-

do-se o coiposto oriundo da bile de ratos normais, pelos métodos crcmato -

gráficos por filtração em gel e, posteriormente, em papel, verifiooxí-se que 

uma quantidade quase insignificante estava localizada na região de iodoti-

rosinas (MIT e DIT) e tma maior nas de tironinas (T̂  e T^). A análise da 

figvnra 6 mostra a presença de picos correspondentes a T^ e T^ na proporção 

de ̂ roximadamente 2:1, sendo este último proveniente da desalogenação he­

pática da tiroxina. Traços de tirosina foram tambán oicontrados no soro e 

urina destes animais. Na estimativa da panorâmica dos ccnponsites iodados. 

L^._ P- e. N. - -^ 



28 

Tabela I I I 

"-^...QjOOS % P I I~ e/ou 

I^tos n9s^—^^^^ I I I I H IV 

1 86,53 - 6,39 7,08 
2 87,05 8,70 4,25 
3 86,02 8,89 5,09 
4 84,94 6,40 8,66 
5 88,12 6,32 5,56 
6 86,39 9,36 4,25 
7 85,66 7,45 6,89 
8 88,30 6,06 5,64 
9 87,24 7,61 5,15 

10 87,68 7,20 5,12 
l i 87,05 7,18 5,77 
12 87,62 6,73 5,65 * 
13 86,80 5,72 7,48 
14 87,01 6,35 6,64 
15 88,11 6,21 5,68 
16 81,29 10,59 8,12 

M 86,61 7,32 6,06 

dp 1,69 1,38 1,29 

Ratos ocm dsstrvção b i l i a r 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

73,22 
73,83 
64,64 
73,82 
75,33 
65,25 
71,49 
74,30 
72,05 
75,82 
71,68 
74,04 
62,14 
73,10 
72,24 
74,01 
72,50 
73,21 
69,89 
73,81 

13,58 
14,14 
13,24 
15,94 
9,36 

12,78 
11,27 
10,70 
8,04 
8,07 

11,01 
8,25 
9,47 
8,89 
9,54 
9,63 
7,66 
9,42 
6,48 
9,26 

6,80 
6,95 

12,21 
5,25 
7,81 
9,55 
9,11 
5,53 
9,52 
8,95 
9,14 
7,73 

17,82 
6,68 
9,24 
8,98 

11,36 
7,78 

11,53 
8,92 

6,40 
7,08 
9,91 
4,99 
7,50 

12,42 
8,14 
9,47 

10,39 
7,16 
8,17 
9,98 

10,57 
9,33 
8,98 
7,38 
8,48 
9,59 

12,10 
8,01 

M 71,82 10,24 9,14 8,80 

dp 3,66 2,35 2,72 1,85 

. ^,05 = 2.28 F = 4,69 F = 2,90 F = 4,45 

t = 16,059 t = 4,645 t = 4,474 

GL = 29 GL = 33 GL = 29 

t* = 2,0452 t* = 2,0345 t* = 2,0452 

CEOBatografla por filtração em gel de Sephadex G-2SM 

âo soro não proteolizado de ratos 

Ratos intactos 
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FIGURA 5. Cranatografia por f i l tração em gel de Sephadex G-25M do soro não radioati­

vo de rato intacto, incubado a 37°C por 18 horas ocm ^^^I-T^-G (pioo IV da 

figura 2B). Cbserva-se que, a maior parte deste ocnposto permanece l ivre 

enquanto œrca de 34% liga-se âs proteínas plasmáticas. Una pequena fração 

e desoonjugada e elulda ocmo ^^ I -T^ l i v re . 
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p I l" T^ e/ou T 4 - G 

Ratos rt?s^*s^ I 1 1 ^ irr IV 

1 19,33 13,57 46,75 20,35 
> 

2 17,64 16,60 48,39 17,37 

3 24,62 12,75 44,27 18,36 

4 22,27 13,37 46,65 17,71 

5 19,74 16,17 45,24 18,85 

6 27,25 13,34 38,63 20,78 

7 16,51 14,18 52,29 17,02 

8 22,76 12,14 50,38 14,72 

9 21,65 16,47 41,32 • 20,56 

10 19,59 14,51 48,30 17,60 

H 21,13 14,31 46,22 18,33 

dp 3,25 1,59 4,08 1,87 

Ratos oon obstrução b i l i a r 

1 16,67 27,49 42,00 13,84 

2 21,09 10,51 61,17 7,23 

3 U,54 18,98 63,61 5,87 

4 13,74 25,11 50,95 10,20 

5 11,69 12,44 68,64 7,23 

6 12,18 22,01 61,82 3,99 

7 10,68 24,52 60,08 4,72 

8 12,85 19,20 60,82 7,13 

9 14,52 20,68 58,21 6,59 

10 ;j 8,13 25,90 59,50 6,47 

M 13,31 20,68 58,68 7,33 

3,56 5,64 7,34 2,83 

^,05 " 2,98 F = 1,20 F = 12,58 F = 3,24 F = 2,29 

t = 5,128 t = 3,438 t = 4,692 t = 10,255 

GL =18 GL = 11 GL » 15 a , = 18 

t* = 2,1009 t* = 2,2010 2,1315 t* = 2,1009 

Cromatografia por filtração an gel de Sephadex G-2SM do 

extrato fecal de ratos, após a administração da ^^^I-T^ 

Ratos intactos 
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11.35% 

T4 + T 3 

14.66% 

5 , 6 4 % 

cm 

FIGURA 6. Distribuição da radioatividade dos ocnçonentes iodados 

obtidos por cromatografias de filtração em gel de Se-

jiiadex G-2SM (A) e em papel (B) - sistana n-butanol -

NH4CH - 2N (1:1) - da bile de rato normal. 

I N S l l T U . C D t P E E C U S í . í í E - : R Ú.iC St N U C L E A R E S 

I. P . E . N . 
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agregados âs proteínas transportadoras séricas (pioo I da figura IB), ve-

rifiooxa-se que, ao subneter ma alíquota do pico I a ação proteolítica, 

cerca de 11,73% da radioatividade permaneceram oano proteínas iodadas, ssi 

do o restante distribuído entre os denais picos (figura 7). 

Para o estudo dinâmico do glicuronidato de tiroxina ra-

125 

dioativa ( I-T^-G), can a finalidade de caiprovar que o pioo 17 era 

constituído de "̂ ^̂ I-T̂ -G, s\±meteu-se tana alíquota à ação da beta-glicuro 

nidase e realizou-se a separação por filtração em gel de Sephadex e em pa 

pel da amostra con e san tratamento enzimãtioo. Gonstatou-se a desconjuga 

— 125 ^ 

ção da I-T̂  do ácido glicurOTioo, oon cerca de 85% da radioatividade 

concentrada no pioo III, cano livre (figura 8A). Na amostra que não ^ 

freu tratamento, cerca de 90% permaneceram inalterados cano pico IV (figu 

ra 8B, 10). Estas determinações serviram tantoán para avaliar a pureza do 

material obtido. 

Para estimar as alterações da função tireoidiana provoca 

das pela ictericia obstrutiva experimental, prooedeu-se â captação do ra­

dioiodo pela glândula tireoide, que foi de 45,44 ± 2,49%; nos animais oon 

trole os valores foram de 28,04 ± 1,39% (tabela V). Detectou-se tanbãa un 

aumento na fração do ̂ ^I ligado âs proteínas séricas cuja mé -

dia e desvio padrão foram de 0,79 ± 0,11%/1, estando os valores normais 

entre 0,42 ± 0,04%/l (tabela VI). 

A analise oaipartimental do ̂ ^^I-T^-G, isolado do soro de 

animais ictéricos, foi realizada em ratos oan cánula inserida no oolédooo, 

aâministrando-se intravaiosamente o coiposto radioativo. O estudo da curva 

de decaimento (figura 9) mostra duas exponenciais. No início a radioativi­

dade decai, no plasma, com ^ ^'^^ - 2,64 minutos. Na bile o processo 

ocorre um pouco mais lentamente ccm tj^^ de 9,42 ± 2,55 minutos. A segunda 
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15-
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EEGüRA 7. Separação cxonatogrâfica dos ooiponentes iodados liberados das pro 

tRÍnas transportadoras, provenientes da proteólise oom pronase do 

pioo I da figura IB. 
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c pm 

3 
2 0 X lO-l 
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1 0 XIOH 

A A 

85,04 % 

P I r 

5,71 % 
3,15% 

N H 4 0 H . 2 N 

6,10% 
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I 
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NH4OH .2N 

T46 91 ,87% 

números de tubos 

ÍTGÜRA 8. Separação caxxnatográfica por filtração an gel de Sei*adex G-25M do pioo IV 
(125j_̂ _̂Qj ̂  figura 2B, submetido a proteólise enzimática ocm beta-glicu 

ronidase (A) e sem proteólise (B). Verificar-se que quase a totalidade do 
125 

ocrposto i proteolizado e eluído oomo I-T̂  livre. 

l-^ei I T U : C LE P E P C U - ^ í - •• . r- . • ~ " " 

I . p. e. N. 
E A R E S 
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TABELA V 

Citação do radioiodo pela glândula 

~ 125 
tireóide, após a adninistração de I 

RATO 

(N9) 

NORMAL 

% 

OBSTRUÍDO 

% 

1 25,89 46,34 

2 27,92 44,16 

3 29,10 42,43 

4 29,49 43,06 

5 27,27 48,33 

6 30,10 42,80 

7 26,16 45,87 

8 28,88 50,04 

9 27,50 44,71 

10 28,15 46,62 

M 28,04 45,55 

dp 1,39 2,49 

^ 0 5 = 2,98 F = 3,218 

t = 19,299 

GL = 15 

t* = 2,131 
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TftEELA VI 

_ 2.25 
DetermLnagao do I ligado as proteínas séricas 

125 
(PB I) utilizando-se o método de troca iónica 

HC3FMAL CBSTRÜIDO 
(N9) 

1 0,46 ' 0,77 
2 0,32 0,97 
3 0,46 0,86 
4 0,46 0,93 
5 0,40 0,70 
6 0,42 0,86 
7 0,41 0,70 
8 0,43 0,66 
9 0,41 0,69 
10 0,39 0,74 

M 0,415 0,788 

dp 0,041 0,109 

F = 6,974 
t = 10,081 
GL = 12 
t* = 2,1788 
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eaqponencial ̂ aresenta vm biolõgioo de 174,65 ± 51,76 minutos no plas­

ma, porim na bile é mais rápida ocm t^y2 ^ 68,26 ± 23,19 minutos (tabela 

VII). 

125 

Na bile, nos primeiros 15 minutos, a fração do I-T^-G 

foi eliminada na sua forma quase original (cserca de 86%) ; entretanto,"" no 

manaito em que chega ao fígado, inicia-se o processo de desiodação, ̂ jre -

saltando pico que parece ser constituído de mais de um glicurcaiidato radio 

ativo. No decorrer do tenço, os picos das proteínas iodadas, iodeto e tiro 
125 

xLna vao aumentando em proporção que diminui o do I-T̂ -G. 

A tabela VHI mostra as variações percentuais da elimina­

ção biliar dos diversos oonçostos iodados identificáveis por crcmatografia 

em papel. Note-se tanijón, pelas figuras 11 e 12, que 75 minutos ̂ JÓS a ad-

125 

ministração do I-T̂ -G, houve o aparecimento de um novo ccmponente ioda­

do, na proporção de 6,05%, na região de tirosinas. 

Rpos 150 minutos fez-se a análise da bile, por coluna de 

gel de Sephadex G-25M, observando-se uma redução marcante do pioo IV, ha­

vendo apenas 1/3 da radioatividade correspondendo aos glicuronidatos (fi­

gura 13). 
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TRRFTA VII 

Deterndna^ao da meiarvida biológica it.^/^ do 
125 

I-T̂ -G no plasma e bile de rato 

N9 RATOS K* t K t j_y2 

1 0,694 9,99 0,0029 239,02 
2 0,2353 2,95 0,0059 117,48 

< 3 0,0946 7,33 0,0035 198,04 
co 4 0,0915 7,58 0,0032 216,61 
< 5 0,1529 4,53 0,0060 115,57 
0* 6 0,789 8,79 0,0043 161,20 

M 6,86 174,65 
dp 2,64 51,76 

1 0,0600 11,56 0,0108 64,19 
2 0,0904 7,67 0,0151 45,90 
3 0,0695 9,97 0,0086 80,60 
4 0,0590 11,75 0,0101 68,63 
5 0,0576 12,03 0,0090 77,02 
6 0,0573 12,10 0,0107 64,78 
7 0,1013 6,84 0,0146 47,48 

|x| 8 0,1088 6,37 0,0058 119,51 

H 
n -

9 0,1074 6,45 0,0150 46,21 

M 9,42 68,26 
áp 2,55 23,19 

K* = ocDeficiente de transferencia 
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TABELA VIII 

TEMPO (min) P.I (%) •^^I-T^-G (%) I~ (%) T4 (%) 

15 6,94 86,21 3,11 3,74 

30 7,43 84,35 3,28 4,94 

60 14,19 73,26 4,81 7,74 

75 8,94 66,17 7,65 11,19 

90 12,60 58,27 8,75 13,81 

105 10,66 50,0 13,67 18,43 

120 10,65 44,44 15,65 21,76 

* Cranatografia descendente em papel Whatman 3 Md - sistema oolidina -

água (35:100), ambiente saturado com amônea. 

Análise cranatogrãfica* dos ocnçonentes 

iodados da bile de ratos normais apôs a 

administração de I-T̂ -G 
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125 FIGURA 10. Cranatografia descendente an peçel Whatman 3 tM. do 

sistana nrbxitaiKsl-amonea (1:1). Resultados espressos em por 

cento da contagem total. 
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FIGOPA 11. Cronatografias descendoites em papel Whatman 3 m da bile (00 
— 125 

letada a cada 15*), após injeção de I-T̂ -G, em sistema 00-

lidinar-âgua (35:100). Resultados eoqaressos em por cento da 

contagem total. 
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FIGURA 13. Crcmatografia por filtração em gel de Sephadex G-25M da bile coletada 
~ 125 

após 2 hs e 30 min. da adnainistraçao de l-^^-<^' 
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discüssSd 

o estudo realizado no presente trabalho s5 foi possível 

graças aos métodos cronatogrãficos desenvolvidos nos laboratorios do lEÂ ''̂ ' 

, baseados no trabalho original de Lissiztky e ool. ̂ ^̂ .̂ Esta técnica 

125 

tem a vantagem de permitir a separaçao do I-T̂ -G em coluna de gel de Se 

^¿Tadex G-25M, alán de ser aplicável a diversos materiais biológicos. Este 

composto foi separado e identificado por oxcmatografias de filtração em 

gel e péqpel. 

1 JC 

A oorprovação de que a substância referida era I-T̂ Ĝ, 

foi alcançada, submetendo-o â hidrólise oizimática pela beta-glicuronidase, 

identificando-se o produto por cromatografia em papel. Os dados aqui ̂ re -
3.25 

saltados, mostraram que o I-T̂ -G tem a c^addade de se ligar âs proteí­

nas tranî x>rtadoras plasmáticas (figura 5). Não foram realizados esttidos ça 
125 

ra idaitificação destas proteínas, oonstatour-se apenas que o I-T̂ -G li -

ga-se numa proporção de cerca de 34%. Ccnparando-se as quantidades de 

125 

I-T̂ -G de soros proteolizados e "in natura", submetidos a crcmatografia 

em ooluna de Sephadex (tabela I e Hl) , verlfioou-se que a fração que se 11 

ga âs proteínas é cerca de 45%, valor relativamente próximo do obtido por 
~ 125 incubação direta de soro normal e I-T̂ -G. A figura IB que mostxa os re -

sultados de uma crcmatografia em gel de Sephadex Q-25M do soro de rato icté 

rico, sem tratamento, revela que uma fração de "'"̂ î-T̂ -G oioontra-se livre. 

Quando o pioo oorrespondente âs proteínas iodadas é si±metido a proteólise 

ocm pronase (que libera os aminoãcidos de suas proteínas transportadoras) , 
125 

uma grande parte da radioatividade migra na região do l-T̂ -G (figura 7). 

O fato deste coiposto ligar-se âs proteínas plasmáticas, deve Inpedir a sua 
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eliminação mais rápida, por via renal e hepática. 

Note-se tambán, para discussão ulterior, que quando se 

125 
incuba a fração de I-T̂ Ĝ con soro de rato normal, uma parte deste e 

125 
liberado do áddo glicurônico, dando cono resultado a I-T̂  (figura 5). 

A retenção do ̂ ^I-T^-G deve ser responsável pelo au -

mento do PBI citado na literatura ^̂ 6,30) ̂  jjg^ conposto, provavelmente,i 

metabolicamente inativo, visto que os animais can ictericia obstrutiva es 

125 

tudados apresentaram vana hiperc^>taçao tireoidiana de le uma alta ro­

tatividade de radioiodo, verificada pelo aumento do FB^^^I. Estes parâne-

tros, classicamente, refletem diretamente a função tireoidiana. Estes fa­

tos fatos revelaram a falta de m mecanismo de retro-regulação para con 
(291 

este caiposto. Os achados conflitam can aqueles de TeUdcâ e col. , que 

postularam vana hipofunção tireoidiana na obstrução biliar. Nb entantô  es­

ta conclusão foi baseada en dados indiretos, derivados da morfologia da 

tireóide, não tendo estes autores aquilatado diretamente a função glandu-
(25) 

lar oan emprego de testes dinâmicos. Por outro lado, Scazziga e col. 

mostraram em 10 pacientes oan obstrução biliar, a inalterabilidade dos ní 

veis de captação. É possível que, sendo o presente trabalho experimental, 

as alterações fisicpatológicas sejam mais evidenciáveis que no modelo hu­

mano, onde aleatoriamente, poderiam existir obstruções não oaipletas. 125 
Parte do I-T̂ "̂  acumulado no soro e eliminado por 

via renal, cano se verifica na figura 38. Tem sido descrita a presença do 

(12) - ~ 
glicuroconjugado renal , entretanto os mitodos aqui enpregados, não 

pareoan ser suficientemente sensíveis para detectar nos ratos intactos, es 

tas pequenas porções de T̂ -G eliminadas por esta via. A análise da figura 

3B, mostra que nos animais can c±>strução, alán do glicurocon jugado, há 

tambán um incremento multo grande da proporção de I-T̂ - livre. Svpõe-se 
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que esta poderia provir da desoonjijgação do ̂ ^I-T^-G, ^ÍÓS a filtração re 

nal. Não seria cabível a eliminação de proporções tão granas de honnonio 

circulante, a não ser que o acúmulo de sais biliares e ácidos grar-

xoK ^^^^ na corrente sanguínea, durante a obstrução, levasse a menor afini 

dade deste pelas proteínas transportadoras que nozmêümente não atravessam 

a barreira glarerular em quantidades apreciáveis. 

Nas fezes dos animais ocm icterícia obstrutiva, ainda 

125 125 
sao identificados os ocnpostos iodados, tanto a I-T̂  como o ^-^/¿-^ 

(figura 4). Pressxpoxx3o-se que a obstrução das vias biliares tenha sido to 

tal, estes ocnpostos s5 poderiam ter origem através das suas passagens pe­

la parede intestinal, devido a xm gradiente de secreção: corrente drcula-

tória-lumem intestinal. Note-se que os dados aqui datidos, quanto a magni­

tude deste fenômeno, são relativos e não absolutos, porque em nenhum dos 

materiais examinados foi determinada a quantidade de ^^^1, Esta eliminação 

125 125 -
de I-T̂  e I-T̂ -G pela parede intestinal esta de aoordo ocm as daser^ 

vações de Galton e Nisula ^̂ ^̂ , os quais demonstraram que a quantidade de 

hormônio eliminado pelas fezes era maior que aquela excretada pela bile, 

sugerindo que, pelo menos em ratos, não deve haver uma absorção intestinal 

(181 
da endógena. Trabalho realizado no lEA, por Ikeda e col. , mostrou 

125 

que ̂ »s a aàninistração de ^"^4 ' oooixe uma diminuLçao gradativa de ra 

dioatividade nas porções intestinais isoladas de ratos. Esta oonstetação , 

leva a crer que possa existir um estado de equilíbrio de absorção e secre­

ção de hormônios tireoidianos pelas paredes intestinais. 

A adninistração do ̂ ^I-T^-G a animais intactos, mostra 

que esta siibstâncLa i depurada do ocnpartimento sanguíneo ocm duas meias 

vidas totalmente distintas (figura 9). Qna de 6,86 ± 51,76 minutos e outra 

de 174,65 ± 51,76 minutos. Analisando-se as curvas de eliminação biliar da 

125 -
radioatividade nestes ratos, verifica-se que o I-T̂ -G i rapidamente de-
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- 125 ~ 
puraão por esta via. Note-se tarnbõa, a presença da ^"^4 ' cuj^ proporção 

vai cresoendo ocm o decorrer do tenpo. Estes eventos temados em oonjxmto 

ccm a curva de eliminação sanguínea, leva â ocncl\isão de que o ̂ ^I-T^-G ë 

desoonjugado na drculaçio a '''̂ î-T̂  livre, a qual se incorpora ao "pool" 

endógeno e segue as vias naturais de metabolizaçao. Este fato pôde ser an-

^ 125 
tecipado pelas experiencias que mostraram que vma parte do l~^^~<^ era 

desconjugado "in vitro", quando incubado ccm soro de rato intacto ( figura 

5). Assim, o primeiro ocnponente da curva de decaimaito sanguíneo corres -

penderia ao O segundo, mais lento, ã ^^^l-^.. 

Este fenôneno poderia estar ocorrendo em condições nqr 

mais, porán em pequena magnitude, o suficiente para não refletir num acümi 

Io ̂ reciável de T̂ -G sangüínea. 



48 

(XNCLÜSÖES 

1. O método enpregado da crcmatografia em gel de Sepiía 

dex G-25M é eficaz na separação de T^de soros, ur-

rina, hile e fezes de ratos tomados ictéricos por obstrução mecânica expe-

rlraental. 

125. I-T.-G acumularse no soro destes animais e 11-4 2. O 

ga-se âs proteínas plasmáticas numa proporção de 

cerca de 34%. 

3. O T̂ -G é eliminado por via urinária e, provavelmen­

te, é em parte desoonjxjgado durante este processo. 

4. Ao qua tudo indica existe um gradiente de secressão 

honronal (T̂ ) e de T̂ -G pela parede intestinal. 

5. A cinética do T̂ -G injetado em animais apresenta un 

decaimento ccm duas exponenciais distintas que oor^ 

re^xanderiam ã eliminação do ocnposto "in natura", mais rápida, e ao metabo 

lismb da proveniente de sua desoonjugação, mais lenta. 

6. Há nestes animais um incremento da função tireoidia 

na verificado pelos testes de captação do radioiodo 

e do PB'̂ "'~'l, devido, provavelmente, a uma diminuição dos hormônios tireoidi 

anos circulantes e a um aumento dos seus conjugados. 

,125, 

I K S T I T U 1 O Ü E P E S Q U i f t A f ; T .̂ Í I Í T I C » 3 E 

I, P. E . I J . 

N U C L E A R E S 
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RESIMO 

125 

Estxidou-se o (XHçportamento da I-T̂  administrada na 

dose de 150 pCi em ratos ictirLoos por cietrução mecânica eaçerimental 

(Ugadura do colédoco). ütLlizaram-se os métodos de crcmatografia em gel 

de Sephadac G-25M e em p^sel para a separação dos ocnpostos iodados do so 
125 

ro, urina, bile e fezes. Separou-se e identificou-se o nestes 

materiais. Poi verificado que o glicuronidato ligar-se âs proteínas plasma 

ticas numa proporção de 34,30%. 

A análise crcmatográfica mostrou que o ^^^l-T^-G, na 

situação de obstrução, corresponde a 15,88 ± 3,81% da radioatividade san­

guínea. Constatou-se o aparecimento an proporção de 7,38 ± 1,92% deste <te 

rlvado, nas análises xirinárias dos ratos, aconpanhada de um incremento na 

eliminação de ̂ ^I-T^. Este provavelmente deve ter origan intra e/ou p5s 

renal, visto que, em condições normais a circula ligada âs proteínas 

plasmáticas em sua quase totalidade, o que a iitpede de transpor a barrei­

ra glomerular ocm facilidade. 

Meano ocm obstrução ccmprovada e eficiente, as fezes 

destes animais apresentaram e presentes. Postulou-sev em 

vista deste fato, a ed-stâicia de um gradiente secretário circulação-lu -

men intestinal, para esiplicar este achado. 

A medida de captação de e do PB'^^I mostraram que 

a tireóide destes animais enoontrava-se hiperativa, o que poderia ser de\^ 

do â diminuição de hormônios intactos e acCbulo de seus conjugados, segura 
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mente, não hábeis em real izar o mecanismo de retroregxalação. 

125 

O I-T^-G foi separado cranatograficamente do soro 

dos animais de experimentação ocm cd^strução e reinjetado em animais intac 

tos. Soro e b i l e destes animais foram ooletados a cada 15 minutDS e sxia 

radioatividade medida. Analisou-se, crcraatograficamente, a b i l e de cada 

xjma das frações. 

A curva de decaimento da radioatividade sérica mos­

trou duas e:iqxDnenciais. Una que apresentava um t^^j nais r%ido de 6,86 ± 

2,64 minutos e outra mais lenta ccm t^2 ^ 174,65 ± 51,76 minutos. Anali 

sando-se em conjunto, esta curva e aquela datida da b i l e ocm os crcmato -

gramas da secreção b i l i a r , conclui-se que a primeira exponencial corres -

pOTide â eliminação de ^ ^ I - T ^ - G e a segvm^ â ^^^^.^j.^ proveniente da des-

coijugação. 

i, P , n. N . 
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125 

The effects of I-T̂  administrated in 150 wCi dose in 
icteric rats, after mechanic obstruction of the biliar duct, was studied. 
For the separation of the iodinated oonponents of the serun, urine, bile 
and feces, the technique of gel filtration in Sephadex G-25 medim and pa -

125 
per chromatography were used. was separated and identified in 
these materials. It was found that 34.3% of the glucuconidate binds to plas 
ma protedLns. 

Qircmatographic analysis has shown that in conditiai of 
125 

obstructed duct, I-T̂ -G represents 15.88 ± 3.81% of the senm radioac -
tivity. In rat urine analysis the presence of 7.38 ± 1.92% of this ccmpo -

125 
nent was observed, together with an increased I-T̂  elimination. This fact 
has probably an intra and/or a post-renal origin, sinoe in normal conditicais, 
T^ circulates practically all bound to plaana proteins, not being allowed 
therefore to pass through the glomerular barrier. 

Even with confirmed efficient obstruction, the feces of 
125 125 

these animals showed the presence of I-T̂  and I-T̂ -G. To e^lain thess 
findings it was admitted the existence of a secreting gradient circulation-
intestinal Iviiien. 

Itptske meastiranents of ̂ ^^i and PB^^^l shewed that the 
th^id of these animals was hyperactive. This can be due to a decrease in 
intact hormones and an increase in the conjugated forms, vAiich are unable 
to determine the feedback mechanism. 
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125 I-T̂ -G was ŝ >arated ty chrcmatograjiTy of the serum 
of animals with obstructed duct and re-injected in intact animals. Sarrples 
frcKi serum and bile of these animals were collected each 15 minutes and 
counted. The bile of each fraction was analyzed by peper chronatogr^iiy. 

The decay curve of serum radioactivity followed two 

exponential functions. The first presented a Icwer value of t^^2 (6.86 ± 
2.64 minutes), v^le the second a higher value (174.65 ± 51.76 minutes). 
Ccnparing this curve to that obtained from secreted bile chranatograpl^, 

125 
it is conclvried that the first ejqxanential relation refers to 
vAiile the second to deconjugated "'"̂ -̂T̂  elimination. 
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