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¢ figado inflyencia de virias maneiras e intensamente o

metabolismeo dos homdnies tirecldianos, tanto indiretamente, no seu trans-

{?’H}, g nos fendmencs de conversao [2'5'9’24},

(13,20,23,24,28}

porte e distribuigio
conjugacao, degradacio e eliminacao
pel da TBG {“Thyrcxin binding globulin®) no transporte homwonal ¢330
Produzida pelas celulas hepaticas, a sua ogentracan @ influenciada pelas

. E bem conhecido o pa

doencas que afetam difusamente este Orgao. Embora, an Qltima andlise, noes-—
tas situagoes ¢ eumetabolisme do individuo seja mantido por mecanismos de
retro-requlacao, a concentracac sérica, a fragac livre e algquns pardmetros
da rotatividade homonal encontramse alteradas ©019:22:30030) | ay gecte
mecanismo, certas doencas hepaticas poderiam interforir também com o trans
porte, via aumento dos Acidos: graxos que competiriam com as pmt&’iinas liga

doras dos hormdnios tirecidancs 177,

A conversdn hopnwonal, pela qual a tiroxina {T4} € por

mmdesalogelﬁg?in, transfonmada em trilcdotironina [TEJ, foi oaprovada re

{6'9'16}, embora este fato tenha sido aventado h3 muitos anos,

(2,23)

oentomente
ja da descoberta deste homonic triiodade . B nas oélulas hepaticas

que esta conversan 6 efetuada, POdEIIbETqSEglﬂIdUES?iEIE metabolicas:
para T, ou para "T, reversa" {IT3} seu isdmerc metabolicaments inativo (16,

2n.[)ist1.nglm—seusdnis pela posicao da um dos &boams de lodo na cadeia
difenil-Eter e 0 estudc mais pormenorizado deste evento foge ao escopo des
ta introducan. Sabe-se, no entantn, que agul tambén, nas alteractes hepati
cas ou en algumas situactes de queda de higidez, hd vma maior producac de

rT, em detriments da T, O,



A conjugagao hepdtica representa, talvez, © mecanismo
principal de metabolizacdo dos horminios tireoidiancs. AT, e T, s& subme
tidas, ncs hepatScitos, 2 sulfo e 3 glicuroconjugacao {3,13,24,35,28) .

ra a glicuroconrjugacan, que interessa ao presente trabalho, tem-se esquema

ticomente:
uea* + 2 went UBPGR + 2 NADH + 2 H
{UDPG desidrogahase)
UDPGA + R-CH R-C-qlicuronidato + UDP

{glicamronil trensferase)

Acumalados, avidamente, pelo figado, os homonios tireoi
dams sao conjugados e eliminados atraves do sistema hepato-biliar, atin-
gindc o duodeno, cnde vao ser submetidos a desconjugagic pela beta—glicuro
ridase entérica. Liberados em parte, podem ser reabsorvidos e retormar &

oorrente circulatdria, instituvindo-se entac um ciclo enterc-hepatico (13,18,

28)

Sob o ponto de vista da sua degradagdc hepitica os hommd
nios tirecidianos podem ser desaminados, dande origem a derivados acétioos,
propidnicos e piriwidos, alquns dos quais tfm sido estudados quantt 3 sua
poténcia metabdlica relativa & a sua capacidade de participar dos mecanis-
mos de retro-requlacao. Assim descrevem-se os acidos triiode e tetramiocdoa-

cétions, propidnicos e piriwvicos (15,200

Qutros caminhos deqradativos oconstituetrse na descarboxi

lacio, desalogenacin ' 20?4 & 4 rowpimento da cadela difenil-gter 20V,

HINPG = wridina-difosfato—-glionse; NAD = nicotinemida—adeni na-dirmelecti-
deo; UDPG = dcido uridina difosfoglicur@nico; NADH = niootinamida—adeni
ne-diruclectideo reduzido; (DF = wridina—difosfatn; R-OH = composto a ser

glicuronisads.



Assim 0s componentes biliares fodados sao miltiplos e a abordagem &0 seu
estudo complexa e descritiva.

Sob o ponto de vista fisiocldglon, nan se sabe o sequ-
ranca se alquns deles tém representaCcdo na ecanamiz do organismo.

A literatura & relativamente escassa sobre o esturdo do
retabolismo dos homdnios tireoidianos nas alteracies hepiticas (of 4025
26,2130} | puas condiges bisicas poden ser estidadas. Una em que existe
una alteragac difusa parenquimatosa (5,30)

rose e outra condicao que & estidada neste trabalho, a obstrugao das wvias
(23,25}

; Cujo grau maximn seria a oir-
biliares . Nesta filtima, nos periodss indciais, a fungdo deverd es
tar preservada pelo menas quanto d glicuroconjugacio. Assim, nesta situa-
a0, 05 hoyminics retormariam 3 corrente circulatiria, tanto "in natura"
como sob aguela forma metaboljzada, Nao ha, pelo menos na revisao feita,
nenhum trabalho da literatura que tenha estudads a camposicdo qualitativa
e quantitativa dos campostos iodados nesta sitmagac. Sazbe-se, mo entanto,
que os glicurooonjugados retrodi fundsr-se para a corrente circulatoria
apds ligadura experimental do ooledoco. Assim, Roche e ml.fzg}, em un
trabalho sinqular, consequiram por técnicas de crumvatografia em papel, i-
dentificar o5 glicuroconjugados em plasma de rates oon ligadura experimen
tal do oolédooo. Estes compostos nao foram encontrados em condigoes  nor-
mats, 05 outros estudos restringem-se a dados morfolOgicos, 3 captacdo de
Bl ¢ 3 avaliagio da iodemia proteica nesta situagio 20'32) engs e

oL, 29

verificaram, em ratcs, que a cbhstrucdo hilier levava a wn aumen
to da substincla coldide e diminuigan da altura das oBlulas tireoidianas,
sugerindo una hipofungao glandular. Sequndo os autores, estes dados refle
tiriam wna diminuicds funcienal devido i retencdo de dcidns biliares deri
vados do colesterol, "cuja agao depressora scbre a tiredide seria superpo

{25)

nivel &nela dos estrigenos”. Scazziga e ool. em 10 pacientes oom



ictericia chstrutiva, verlficaram awents da iodemia protéica e amserva-
13

Gao da nommalidade de captagao de leelati.reéide.



PROBOSITOS [0 TRARATHD

De posse de téonicas mals refinadas e atuwais para a se-
paracao dos oompostos iodados tirecidiamos por coluna de gel de Sephadex o
presente trabalho se propbe a estudar:

1. A separagao e identificagdo por cramatografia em gel
de Sephadex -2, do glicuronidato de tirowina = -
dloativo (1%°r-T 4G apds a aduinistracio de 1250 7 4 €% ratos com chstrucao

biliar mecanica experimental.

2. A contribuicio dos virios oomponentes séricos, uring
rios e fecals identificaveis nesta situacao,

3. Az alteragfes funnionais tireoidianas decorrentes das

modificagoes metabblicas estabelecidas.

4, A cingtica & 125I°-T -G injetado em ratos normais.

4



MATERIAL E METODOS

Foram utillzados ratos machos adulbtos nommals, da raga
Wistar, mantidos no bictério do IEA, scb dieta comm, oom peso variando de

200 a 250 g.

0s animais foram anestesiados com &ter, isolando-se cui
dadosamente o duto biliar e fazendo—se sma ligadura oo Fio de mylon duplo
em trés reqgides do coledocd: junto ad hilo do figado, na porgac mxdia e
préxime 3 desenbocadura do mesmo no ducdeno.

Apds 24 horas de obstrugao, os animais receberam 150
uCi de radotiroxina (22I-T,* - atividade especifica de 70 yCl/ig), por
via intraperitoneal. Simuiltancamente unm grigpo de animails intactos recsbeu
a mesma dose. A °I-T, fol injetada por esta via para que fosse absorvida
pela clrculagao portal, entrando em ocontato direto com o £igade, encuanto,
por via subcutanea, seria absorvida apds entrar na circutlacao sistfmica.

Oz ardmeis, assim pré-tratados, foram isclados em qalo-
las metabSlicas para coleta (24 horas) de urima e fezes. Decorrido o tempo
acima cltado, fez-ze a sangria por pumngao cardiaca, separandr-se o sOTO
por centrifugagao.

Co grupo intacto, alquns animais foram separados, alea-

*1251—'1'4 - marvada ne Centro de Aplicagbes Blomadicas de Radicisbtopos e

Radiacces do Instituto de Energia Atdmica ~ SP.



tariamente, para proceder-se a coleta da bile. Estes, foram  anestesiados
cxm pentobarhi tal sEdimaS%mmluneden,lmlleng:?msnesumeti-
dos 3 cdrurgia para insercao de tubo de polietileno de 0,5 mm de didmetro
interno, no conduto biliar, bem proximo ao figado, a fim de evitar a dilud
gao da bile com o suco parcredtico. Os materiais biologicos aoletados (so-

ro, hite, urina & fezes) foram mantidos a 4%,

1. Tratamento do material bioldgico

1.1, Sorm
1.1.1. Sem tratamento

1.1.2, Submetido a proteSlise enzimatica oom pronase*, pH G2 8,5

com NaOH - IN, na proporgao de 10 mg/ml, durante 18 horas a

37°C. Decorrido este perfodo de tempo o pH Foi ajustade a 7,4 com BC1 - 1N
e centrifugado a 2000 rpm por 10 mimatos. © schrenadante fol separado para
posterior andlise. Este procedimento visava liberar os compostos  iodados
das proteinas transportadoras e toma-los livres pars serem identifiecados.

1,2, A urina foi utilizada sem tratamento prévio
1.3. Fezes
Foram lavadas em aqua corrente para eliminar possiveis contamina -
goes oan a urina. Este tratamento nac deve remover atividade significante

do material B9, apds a hmogeneizacdo, foram acidificadas a pH 2 oom
Hl - IN e extraidas tres vezes oan igqual volume de n-bautanal, ajustando-

*rronase — procedente do Lahoratdrico Calbiochanm - Los Angeles - California.


file:///irina

se 0 pH em cada extragas. Feurddas as fases butandlicas, elevou-se o pH a
10 com MaOH 10% para evitar a desalogenagao dos campestos iodados. Texmi-
nado o processaments, a amostra fol evaporsda até 2 secagem e tarperatis
ra ambiente, soh corrente de nitrogenio. ¢ residue seco fol redissolvido
com 3 ml de Sgua destilada, ajustado o pH a 7,4 com HC1 - 1IN e centrifuga
do durante 10 minutns com intuits de separar o schrenadante.

1.4, Bile

1.4.1. Som tratamento

1.4.2, Submetida a hidrolise enzimitica om pronase, sequindo-se a
reams técrdca utilizada pars o soro.

2. Separacac e identificacan dos campostos icdados tireoldanos

2.].. Cramatografia por filtragan ew gel

Em todo procedimento cromatografico utilizouw-se o método descrito

(21}

por Lissitzky & ool. , modificado por Ikeda e ool. “‘B}.

2.1.1. Qolima cramatografica

Colwma de vidro de 40 am de altura por 2,5 an de diametro
intermo com a extremidade inferior afunilada, adaptada oom tubo de  latex
oo pinga e pipeta de Pasteur para controle do fluwe de safda do elufdo.
Na parte inferior da eoluna eolocou-se 13 de vidro para a retencio do gel,
a sequir, ela foi fixada em posigio vertical para o processamentn crumato
grafico.



2.1.2. Preparo da coluna de Sephadex

ApSs a pesagam de 3% de Sephadex G~23M* acrescentou-se por
agitagho 120 ml de &qua destilada. Para cbter um enbmvecimento hamgeneo
o gel fol mantido por 24 horas a 4°C. Mo momento de uso, os grios - finos
fue permanecaram no scbrenadante foram desprezados. O gel previarente in-
chade fol entornadn cuidadosaments pela parede da coluna contendo agua
destilada até a metade da sua altura e a saida aberta em fluxe lents para
onseguir boa hanogeneidade e evitar a formacad de bolhas. Quando a sus -
pensac do gel atingiu 20 an de altura, protegeu-se a superficie da coluna
cam un diseo de papel de filtro de igual digmetro. Esgotado o liquide em
excesso, equllibrou-se a coluna percolando—se tampao TRIS-HCI** 0,084 a
pH 7,4 , até que o lquido de saida apresentasse o meamo pH do tampao. ©
fluwo fol controlado para uma velocidade de 1 ml/min.

2.1.3. Fravionamento dos oompostos icdados existentes no material

biologico

Un volure adequadn da amostra (soro, urina, bile ou extrato
fecal) foi depositada sobre o leito do gel, As quantidades aplicadas fo-
ram sempre menores gue 5 ml. O fraclonamento fol iniciade apds a penetra-
gap total da amostra, sendo a parede da coluna lavada por trés vezes oom
2 ml de tampan de eluigio TRIS-HCL a pH 7,4, Durante a peroolagdo, no to-
tal de 80 a 120 ml, o flue foi controlado ds custas da pressao exercida
pelo 1igquido schre o gel. Esgotado o tampao, introduziu-se 100 m) de ami-
1ol (previamente equilibrade omm igqual wolume de NH,CH - M) . Efetuoirseo

*Sephadex ¢-23M - procedente de Phamacia-Fine Chanicals AB, Uppsala, Swe
den .
**TRIS = TRIS {hidroodmetil) aminometano - Merck.

ST - e LT - _‘,
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mesmo processamento oan 120 ml de NH,OH — 2N. Terminada a eluicdn, a ra-
dloatividade de cada tubo (oontendo S ml) fiol detectada em cintilador au-
tomitico tipo "poge" dotado de cristal de Wal(Tl)*, Construin-se o grafi-
oo em papel milimetrado, temndo no eixo das abscissas os nimeros das  fra-—
coes ooletadas e no das ordenadas as contagens respectivas, expressando -
se a proporgac relativa de cada pico em termos de porcentagem da contagem
total.

2.2. I@entificagd das fraghes pelo método de cxumatografia em papel

A identificagio das fragdes, previamente abtidas por filtragan em
gel de Sephadex, fol realizada pela andlise cramatogrifica por particao.
Urilizourse pape) Whatman 3 MM** em trés sistams de solventes: n-butanol
~NH,CH - 2N (1:1); n-butanol-acldo acético-agua (4:1:5) e 2,4,6-olidina-
igua (35:100) em ambiente de NH,CH.

Para cada sistema, os coponentes foram colocados Na proporgan a-
cima citada, em funil de separacio e apds a saturagac do solvente organi-
oo o solucdn agquosa, foram deixadng am repousc para estabilizacao. -
fracic butandlica serviu como fase mivel e a aquosa oomo estacicndria. Mo
sistema anque foram utilizadas colidina e Agua, estas serviram de  fase

myvel e OM{4G{, oolocadn na parte inferior da cuba, serviu de fase esta-

cimmaria.

*Aantcmatic Gamna Omnting System, Nuclear Chicage Corporaticn, Illincis,
LEH.-I-
**Papel Whatman ~ Whatmen England by W, & R. Balston Ltda.

10



ESQUEMA GERAL OA CROMATOGRAFIA £M SEPHADEX G- 25M
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Os amtnor-acidos* nao radicatives, MIT, DIT, Ty € Ty, assin cam o
iodeto de sodic, foram ut.ili.tm:'bﬁ para identificacao e localizacao dos pi-
oos chtidos por flltracao em gel nos respectivos sistemas de solventes,
Une amostra de cada fragao, num volume de 0,1 a 0,2 El foi cromatografada

em conjunte e paralelamente oo os padroes,

Na cuba cramztogrifica, oontendo a fase estaclonaria, oolocou-se
o cramatograma, a £im de satura-lo cam o meic. Atraves de um orificio exis
tente na parte superior, acrescentour-se o solvenhte, evitando desta forma,
2 rompimento do equilibrio previamente estabelecido con a  fase estaciona-
ria. Apds o desenvolvimento, que variou de 20 a 24 horas, © cromatograma
foi retirado e secado an temperatura ambiente.

Fez-se a revelagac por meio de reagoes quimicas, can cloreto de
palidio a 10%, para identificacac e localizacac do lodeto e reativo de Pau
1y {18) para amino-acidos lodados, (o auxdlio de jato de ar frio, proce -

deu-se i 2ecagem dos crumatogramaz, que foram oortados em tiras de 1 on de-

largura, para estimar-se a radicatividade am contador automatico tipo “po
Qo". Os grificos foram tragados em papel milimetredo, sendo langados — no
el das abacissas os segmentos (om) e mo eixo das ordenadas as contagens.
(s resultados de cada plec foram expresscs em termos de porcentagem da oon

tagem total.

3. Identificacic e determinacac da pureza do qlicuronidato de tiroxina ra~
dicativo {uSI-T.-G}-

*MIT (monciodotirosina) e DIT (dilodotirosina) - Nutritional Biochemicals
Qorporation - Cleveland - Chio. T, e T, - Slgma Chemical Company -

LUSA.

12



Com o intuito de se estudar o carportaments bioldgico do T,G*, fez-se a
sua identificacao por hidrolise enzimftica e determinacas da pureza por me
r
todos cramtograficos.
125]:-']?

=7

3.1. Identificacio &o 4

-

3.1.1. Um fragho atribuida ao 12’11 ¢, provenients & soro  de

rato com chstrixde biliar, foi submetida a protedblise enzi-

matica, visando a desconjugacan do Acido glicurdnico. Uma aliquota de 3 ml
foi incubada com 5.000 U.I. de beta-glicurcnidase bovina** a pd 4,5 tampo-
nafda com acetato de s&do pH 4,5 a 37°C por 18 horas. A sequir, ajustou-se
opHa 7,4 xom BaCH - 1§ e por centrifugacan, separou-se ¢ schrenadante,
gque fol crmatografado por filtracdo em gel de Sephadex G-29, conforme

descrito sy Itam 2.1.

3.1.2. Identificagso pelo métods de cramatngrafia em papel

A fracio de 125

I-T,~G foi analisada pelo método cromatogra-
fico em papel, utilizando-se & mesma t&mica descrita no item 2.2. Ma fal-
tadepadrﬁndeTq—G,asmlomJizaqﬁnmthgraHﬂfGieﬂtmmaﬂea—
cordo com apela citada na Literstma.

125

3.2. Fstado da capacidade de ligacdo do I-T,G as protelnas plasmati

«cas

*Eﬂ::rasesaibaqmausI—T4pnssaserdesangaﬁia e o produte resul-
tante (T,), canjugado ac acido glicurbnicn (T3=G}, warems neste trabalho
samente a sigla T-!'G' para nos referimos ao IV ploo.

*Bata—glionronidase bovina - procedente da General Diagnostic Division, W.

hileott Mvision — Morris Plain, New Jersey, USA.

-
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A fim de se determinar a afinddade ligadora do I—Td-Gs'isprotei

nas séricas, realizaram-se os seguintes exparimentns: )
3.2.1. Acrescentaram-se a I ml de 1251-'1'4-(;. marcads endogenamente,

2 ml de soro de rato nomal. A mistura foi incubada a  37°C

por 18 horas. Passado este pericdo pre—estabelecido, percelou-se o materi
al atraves da coluna de Sephadex G-29, equilibrada com tamp3dc TRIS-HCL a
B 7,4 , saquindo—=se 2 mesma metodologia descrita anteriormente no item

2-1-

3.2.2. Para estabelecer uma proporcicnalidade entre as concentra -
coes dog constituintes iodados tireoidiancs livres e liga -
dos ds protelnas transportadoras, houve necessidade de liberd-Ins destas,
submetendor-as 3 agio proteolitica pava peder quantifici-los. Com este in -
tulto, fez-se uma incubacio a 37°C (cam pronzse, na proporgdo de 10mg/Iml,
ajustanckrs= o pH a 8,5 oon KalH - 1N durante 18 horas) dos soros e do pl—-
m T (fiqura 1) provenientes de ratos nomals e com chstrucio biliar. Ter-
minada a hidrolise, ¢ pH do materdal foi ajustadn a 7,4 e sulmetide a cen~
trifugagao., Posteriomente, fez-se a separagac dos compostos lodados exdis-
tentes no sobrenadante pela filtracao am Sephadex G-25M, assegqurando as
mesmas condigoes experimentais anteriores (ftem 2.1.)

4. Fstimativa da atividade da glandula tiredide

A atividade glandular na chstrugao biliar pide ser determinada atraves
da sua capacidade de concentracac £ de crganificacao do radiciode circulan
te., Admindstrosrse em cada ardmal, luﬂdeml*parviaintraperimwml,

tants no grupo comtrole, como naquele oom ohstrucas biliar. Estes animais

*
1251 - procedente da New England Nuclear, Boston.
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foram divididos em dols subgrupos:
4.1, t;prjmaim subgripo foi sacr ficado, apds 24 horas. A glindula ti-
rebide fol removida, fazendo-se uma incisac na altura do pesooco
isolando-a cuidadosamente e cortando a tragquiiz onde se encontra  aderida
3 tiredids. Evitou-se qualguer contaminacio que pudesse interferir poste -
riormente na detecgan da sua radicatividade. Cada glindula fol colocada, L
mediataments, en tubo especial oomtendo 1 ml de solugdo fisiolfgicae a
atividade & radialodo determinada no cintdlador gama tipo "pogo™. Concomi
tantemente, fez-se a leitura & padrao preparade de uma aliquota da dose
administrada, cbedecendc-se sempre ds mesmas caracteristicas geométricas
de contagem. O resultades foram expressos em por cento da dose admdnistra

da.
4.2. Detemminacao do radiolodo ligado a proteinas séricas {PB125I]

Apde 48 horas da administracio do.12°I, os animais do segundo sub-
gnupo foram anestesiades oom &ter, para a <oleta da amcstrian sanguinea por
pngae cardiaca e o sore separado por centrifugacan. Estes foram destina -
dos a avaliar a concentracan 1sotdpica dos componentes lodadns circulantes.
A fragac hormonal, marcada pelo radiciodo, depois de organificada e secre—
tada na ¢irculagio pela tireSide, foi detectada utilizando-se o método cro
matogrifico de troca idnica.

1251

A estimativa &> FB € preferivelrente executada apds 48 horas,

terpo o qual 70 a 90% da radioatividade encontra=ge ligada 3 fragin pro -

tefca,

Hilizou-se una coluna de polietilemo de 1,2 an de diametTo inter-

no por 6,5 an de altura, tendo a parte inferior afunilada, cm um ordiffcio

15



de 1 me de diametro na extremidade. No terminal, colocou-se 13 de vidmo a
fim de se evitar ¢ escoamento do Amberlite* (resina trocadora anidnica, na
fnuacloﬁdrica},que’foimlocadaatéaalmradazmelavadamrduas
vezes can 5 ml de solugdo fisioldgica. A separacao foli feita pela afinida-
de com o8 grupos ifnicos, gue sag parte integrante da resina. Percolaram—
se através da coluna 2 ml de soro; apds seu esgotarento, lavor-se duas ve—
zes oom 1,5 ml de soluwgao fisicldgica. O elulde fol recolhido em tubo espe
cial e o wolune campletads a 5 m) com dgua destilada, A atividade foi de-
terminada € comparada com o padrdo, preparado de uma alfguota da dose admi
nistrada. O resultado fol expresso em por cento por litro em relacio 3 do-
sa.

5. Estudo dinfmico do glicurcnidato de tiraxina radicativa = 1°ToT,-G

5.1. Cbteve-se o0 glicuronidate de tircxdina, wkilizando-se o métoxdke  de
marcagac por sintese biclSgica do sorv de rates oomm ictericia obs—

trutiva experimental, provocada pela ligadura do omdieo hiliar, A estes
125 . -

animaiz administraram—se 150 pCl de I—'I"1 por via intraperitonesl, Apos

submeter o soro a vma hidrdlise enzimatica oom pronase, a fragao de

125 . -
I-T,~G foi isclada por filtragao am gel de Sephadew G-285M,

Aphs a medida da atividade, tubos ocontendo eluidos, referente a
glicuronidato de tiroxina (fragac IV), foram reunidos em um 85 frasco, des
prezaxirse as fracoes inicials e finais de atividade radicisctipica menor.
Em sequida, o material fol liofilizads e o residuc redissolvido en volume
de 1 ml, oom solugao salina a 0,9%, Do UHofilizado, retirou-se una aliquo-
ta para confirmar a sua pureza, utilizando-se os métodos crumatograficos

comvencionals .

*apberlite TRA 410 - Procedéncla Qeel
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A substincia fol oonsiderada quimicamente pura, apds o fracionamen
to, identificacdo e detenminagac quantitativa pelos metodos cromatografi -
s agul cdtados,

5.2. Determinacao da curva de decaimento hiologico do 1251—'1'4—(3

Para este propdsito, utilizaram-se ratos machos intactog, pesando
cerca de 250 a 300 g, mantidos sob dieta ocumm,

Os amimais anestesiados oom pentnbarbital s5dico a 3%, nun  volime
de 0,1ml/100g de peso, foram submetidos 4 cirurgla, para cateterizacao do
duto hiliar, fazendo-se um pequens corte na reglao média do coladoco e i
serindo por esta via um tubo de polietilenc de 0,5 mn de diametro interno
e 15 om de comprimento, A cAmmla fol introduzida, cridadnsamente, bem pro-
xima ao £igado e presa oom linha de algod3o em trés regioes, a fim de evi-
tar o seu deslocamentn. Fez-se a sutura da parede abdominal dos animais,
deixndc externamente une parte do tubo para a coleta da bile, que deve -
ria fluir nomalmente atraves da cinula,

Ans animais, assim preparados, admlnistron-se intraperitonealmente

0, Sl de 125'I-T -G, antardormente abtido. Imediata e similtaneamente ini -

g

clou-se a ooleta das amostras de blle e sanque (este em tubo heparinizado),
em intervalo de tamo pré-determinado, de 15 am 15 minutos, até oopletar
trés horas, Foram determinadas as radicatividades nas amostras {100 ul} do
plasma eda bile, de diversos tempos, no cantador avtomatioo tipa "pogo”.

As curvas de decaimento radicativo do 12°1-7,~G da bile e & plas
ma foram chtidas, lancando am papel semilogaritmico, mo eixo da ordenada,
as oontagens das amostras e no da abscissa, © tempo am que estas foram oo

latadas.
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B anilize das carvas f5i felta oom andlio do ocomputador, utili
zandeo sistema de programa SARM-23.
5.3. Com intuito de se aquilatar o grau de desconjugagdo do “TT, G ,
injetado em ratos intactos, realizaram-se anilises cromatograficas
em papel da hile {coletada a cada 15 minutos) e por filtracdo em gel de Se
phadex {amostra biliar de 2:30 horas). A separacac dos oomponentes icdados,
foi feita de acordo omm as técnicas antericmmente menclonadas (2.1, e 2.2.).

6. Anflige estatistica

6.1, Calonlo da varidncia

A correlagac dos dados cbtidos nos grupos em estido, fol feita atra
s do cilolo de varidncda do teste F\10), splicando-se a sequinte FSrmila:

2
F _ 5y
B 2
52
ande:
Sl=d&ivic:padréodemajnrvalnr
S, = desvio padrao de mencr valor

2

Quando o F encontrade foi menor que o F critioo (variinclas iguais),
estimou-se a significincia da diferenca pelo teste t de "Student” 1}, repre
sentado pela férmula:

s S 2 2
£ _ ¥, - Y, 52= in1—11.51+ {:12-1}.52
AL e T

™
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r. = nmeros de animais

valor médio

H_l"ﬂl
f

8 = variéru:iarefermheanvalorfi

S, = desvio padrao relativo ap ¥,

GL = graus de libardade

Quando ¢ F encontrade foi maior que o F critico (varidncias desi -
quaiz), aplicou-se o teste respectivo, utilizandor-se a forrmilas

.—2 2-.
_ _ 5+ 5
R U I s W B S
= 2 )
- o2 21
51] [51
EOREECY
+ 1 n.2+l

ni=nfnerodean:i.mai5
¥ = valor médio

g, = dﬁxriopad:aarelaﬂmdos§i
f = graus de liberdade

6.2. Andlise da curva de decaimento do qlicuronidato de tiroxina radioa—

tiva - 1¥p G

¢ estudo foi realizado oom amxdlio do oeomputador, utilizando-se o

progrmam&-ZﬂM],rndelodingiﬁ:pamarélisecinétimqmpemiteaig
teqracdo das informagoes avallaveis dos dados experiwentais, cbtidos em a -
plicactes biamedicas. A estimativa inicial foi felta correlacicmands as con
tageng das fracOes radicativas removidas do sistema (presente no plasma e

bile} por unldade de tempo,


file:///itilizando-se

FESULTADOS

Separacan cromatografica por filtracas om gel de Sechadex G-25M, reali

zada no sorw, urina e fezes de ratos com lctericia experimental per

chestrucao das vias biliares e em animals controle, apds 24 horas da ad

ministracio intraperitoneal de HSI*T,I

F

0Os plcos resultantes da eluwicho, foram identificados por
analise cramatografica de particdo em papel, em cofunto e paralelamente
com anincicidns iodados nao radicativos. Pela ordem cronclSgica da  eluni-
gio, como estao demonstrados nas figuras 1, 2, 3 e 4 o5 ploos foram carac
terizados coo sendo:

1. Protelnas iodadas (pico I) - iodeto {pico II} e tirosi
nas, se existentes, eluidns sucessivemente em  tampao

TRIS-HC1 - pH 7, 4.

2, Tirceina (T.q] e trdfiocdatironina [TJ} {(pico IITI), alui-
das com amilol saturado n:'mHH45H - M.

3. G]_i.m:rurd.damdeTé (pico TVI, eluido oam NH,OH - 2N.

Pelos dados obtidos, pode—se verificar que, diferertotnon—
te dos normals, os animais ictéricos apresentam em soro proteclizade oom
pronase (figura 2B}, wm quantidade de 2OI-T,~C de 15,88 + 3,818 (tabela
I). Conconltantemente (tabela IT, figura 3B) houve, nestes apimals, eldmi
nagBes por vias urinfrias, de proporgies grandes de 2I-T, (8,26 + 2,969
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cpm ' A
Pl 87,05 %

50 X)0° 1

AA NH 4 OH 2N

Il i

) T4+T3
I

10X 10° B70% 4,25%

PI 74,30% B

a9
30 X0+

4
20 X10 T NH 4O 2N

4 -
10X 10 - 1 Ta+T3

Tg“ 6
10,70% 5,53%
IJ- L l'rr'-LLL\_ _‘-LL‘;" L

ndmaercs da tubos

FIGURA 1. Camparacio da distribuicac da radicatividade dos componentes fodados, cbti
dos por filtracdo em gel de Sephadex G-23M dos soros (nio proteolizados cam

pronase) de rato normal (3) e oom ictericia obstrutiva {B). No grupo (B},

cheerva-se a regido do 1251-'1‘4-6, apds a eluicdn com NH,0H - 2N.



AA
cpm A l .
T+Ta 67,76 %
NH.OH. 2N
3 i
1O X 10 l
X10
pa b -
Pl I
18.,41%
m |J
B AA
JOX u;- l Tadl 48397
WM OH. 2N
F
5 X10 - P
17,69 %
1 T46
16,60 % 17,37 %

nimsros de fubos

FIGRA 2. Cavparagao da distribuicao da radicatividade dos componentes lodados,
cbtidos por flltracac em gel de Sephadex G-29M, dos soros (protecliza
dos oom pronase) de rato nomal {A) e oo ictericla chstrutiva (B).
No grupa (B), dbserva-se a regiao do 1251—T4—G, apds a elulgao  oom

o -
1*11-14 N.
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A
cpm
P [ 99,35%
4
30X 10 :
AA  NHLOH.2N
Voo
4
20 X 10
4)
10 x107
0,03% 0,65%
= p—
XIO4 B 1 82,67%
90 - .
AA
50X 107 ! Tq+Ts
[ 7,7 4%
|0XI3= = = lNl"|¢|.0l"|.2N
TaG
4 4
3 X 10
PI
0,54%
- nameros de tubos

FIGURA 3. Camparagao da distribuigao da radiocatividade dos camponentes iodados, obtidos po
filtracao em gel de Sephadex G-25M, das urinas de rato normal (A) e com icterici
obstrutiva (B). Observa~-se um incremento significante do pico III (T4 +T3) e

presencga do pico IV (

WBTI Uy

125

LU REENE UL EARES
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I-T,-G) na representacao grafica (B).
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AA

A Ty T3 48.,30%
301
I NHLOH 2N
o 19,59% I
4
g 107 14, 51% T4 G
iy 17,60 %
° n¥s de tubos
A AA
1 T 80.82%
5 —
NH,OH 2N
* -
= P i
I -
x 19,20%
£ 12,85% ] Ta8
s rrl_I_I\‘_‘_‘-IJTLL‘-LIb_f 7,13%
F‘—JH-IL"EI-__

nis de tubos

FIGURA 4. Camparagac da distribuicio da radioatividade dos capcnentes ioda
dos, cbtidos por flltragio em gel de Sephadex G-29, dos extratos
butanolicos fecais de rato nommal (A) e con letericia obstrutiva
(B) . Chserva-~se na representagao grafica {B), um incremento do pl
co III (T, + T} e uma reducdo significativa do pico IV (" 1-1,C) .



Tapa:la T

Cramatoqratia por filtracas an gel da Sephadex G-25M o

soro proteollzado de ratos, aposs a administrags da 1251_1'4.
Pabs intartnc
Plooe & FI I T‘ /o1 ‘I‘3 T+1 -G
Rakc¥s T I Ix IT1 L)
1 23,0% 10,25 66,70
2 21,85 15,40 61,75
3 15,4 10,6], 74,05
F 20,55 15,37 63,98
5 18,41 131,483 67,76
& 22,97 12,43 64,60
H 20,38 13,15 £5,47
dp 3,01 2,50 4,27
_ Fatos com chetyugan hiliar
1 _ 5,63 12,37 47,86 14,14
2 17,64 16,60 48, 39 17,37
3 16,57 17,89 51,60 13,84
4 11,56 15,72 52,49 20,13
5 12,71 13,55 61, 41 11,51
& c. 64 23,351 46,21 24,64
? 10,56 25,26 43,78 14,40
[ 11,862 16,59 52, 87 38,232
9 .17 lg,.Ta 51,34 13,71
10 18,22 16,91 53,12 14,76
1 13,25 13,79 53,35 19,61
12 12,45 18,712 57,05 10,98
13 12,37 15,683 S, 89 13,1
14 15,61 13,52 56,18 14,67
[T 13,72 16,94 53.43 15,88
da 4,88 3,61 4, 80 3,81
Fh g = 3% F o= 2,63 F= 211 F=1,26
' t = 3,07 t= 232 te= 5,74
L o= 18 GL = 18 aL =18
g = 2,1009 t* o 32,1000 t* = 2,1009

“a




Tabela TI

Cromatoarafia por Filtracao am gel de Sodhadex

-2 da urina de ratos, apds & adninistrecis da

Patos intactoa

125

Lo b PI I T‘EMT:* T‘—G
Ratug ros I 11 IIT B\
1 0,03 99,32 .65
' 2 0,10 98,57 1,33
: a o,08 24,32 1,862
q 0,04 58, 44 1,52
5 0,05 98, 1,18
[ Q,14 98, 02 1,84
7 1,086 @9, 07 0,87
] 0,03 94,25 1,72
5 ,07 97,74 2,18
10 0,11 58, 35 1,54
n 0,04 97,95 2,01
12 o, 10 97,17 2,51
1 0,05 98,53 142
M. 0,08 98,38 1,57
! m ij: 0'53 “'.51
’ - Fatas oz chetrugan billar
| 1 1,00 76,50 17,08 4,52
. 2 0,47 B2,90 8,91 7,72
| 1 -0,61 84,67 7,68 7,04
4 g,20 89,23 3,19 7,38
5 - 0,39 85,87 6,92 5,82
5 0,53 86,51 5,43 7,53
7 0,51 Hi, 53 4,75 13,31
g 0,48 gi, 19 8,12 7,61
9 0, B2.67 114 &, 08
10 0,57 83,89 7,Bd 7.70
11 0,96 82,94 5,03 7,05
12 0,46 87,17 &,49 5,88
13 0,43 B2,69 11,21 5,67
| 14 0,58 83,50 9,08 6,74
- 15 0,35 Bz,1% 7,89 #50
i6 0,47 84,84 7,76 6,53
17 0,59 82,93 19,80 5,68
18 0,41 84,16 7,18 H,25
18 0,47 84,69 9,25 5,59
20 0,48 82,62 8,04 8,68
H 0,52 83,82 8,20 T8
a4 0,19 4,50 2. 5% 1,92
£ g5 = 46 Fa= 31,21 F = 56,96 F = 31,69 r
‘ £ = 10,386 t = 16,064 t= 9,885
L= 21 GL = 20 =2l
t* = 2,019 t* = 22,0860 t¥ = 2,0795
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J'EE‘J'I—"'.I:'—G (7,38 £ 1,92%}. Mo ogrupo controle nan sa encontrnou

4

1251—T4—G, no sore ou na wrina; rommalmente ele & excretado pela bile, me

tabolizadn no intesting e apenas una pecuuena quantidade eliminada pelas

e do

fezes (flqura 4). Note-se tanhém que, nos ratme intactos, a propugas de

125 r

4 N urina € relativaments pequena (1,57 + 0,51%) (tabela IT).

0s sOros provenientes de ratos oam chstrucan, que nao So-
freram ag3o proteclitica, apresentaram nfveis de 1251—T4—G livre 8,8011,85%
(tabela TIT}. Esta fragao incubada oom soro de rato nonmal, ligou-se 3spro

teinas séricas nums proporgac de 34,30% (flgura 5).

A cbetrugds das vias biliares ndo irpediu que, nas fezes
125 125

. destes anlmeis, fossem encontrades, tanto a I—'E["1 oo O I—'I‘d*G, indi

cando uma possivel eliminacac destes compostos pelas paredes intestinais,

Has fezes (tabela TV} a 1251—T4 apresentou-se am proporcao elevada (58,68

+ 7,3%) e 1251-']:4—(3 diminuids (7,33 + 2,83%). Bm ratos normais, o resul

tado fol respectivamente de 46,22 + 4,08% e de 15,33 + 1,87%.

A anAlise das representacoes graficas do pico IV, leva a

crer que o lzsI—Ti—G sofre processo de metabolizagds, apresentando-se na u

rina dos animals ictéricos (figura 3B) e nas fezes {ambos os grupos) {(figu
ra 4), provavelmente com outres glicuronfdeos, aldm do “291-r . Estudan-
do-se o compoato oriwdo da bile de ratos normais, pelos métodos cromato -
graficos por filtracan em gel e, posterionmente, em papel, verificou-segua
uma quantidade quase insigmificante estava locallzada na regifo de iodoti-
rosinas (MIT e DIT) e uma maior nas de tironinas [TdeTal.Aané_'Li.se da
figura 6 mostra & presenga de pioos correspondentes a T, @ T, na proporgéo
de aproximadamente 2:1, sendo este dltimo proveniente da desalogenacdo he—
patica da tiracina. Tragos de tirosina foram tambam encontrades no soro e

urina destes animais, Na estimativa da panoramica dos camponentes iodades,

Pl . - e

. HE Soem VLT Lrmug g
. L [T RS '
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Tabala [II

Cromabrerafia por fllimgia em gel de Seghadex G-23M
do somo néo proteold zado de ratos

Rakos intacins

& L

P I I T, &/ou Ty Ty -G
Ratrs na I II . III v
1 85,53 -~ 6,19 7,08
2 a7,05 . B0 4,25
3 86,02 8,89 . 5,089
4 84,94 6,20 8,68
5 88,12 6,12 5,55
6 85,39 9,36 4,25
7 85,66 71,45 &, 0%
] 8A,30 6,06 5,64
) 87,24 7,61 5,15
in 87,68 7,20 5,12
1n §7.05 7,18 5. 17
12 87,62 6,71 5,65
13 86,80 5,72 7,48
14 87,01 6,35 5,64
15 88,11 6,21 L]
16 81,29 10,59 8,12
H 86,61 1,32 6,06
g 1,69 1,30 1,29
Ratos oom chstrlcao biliar
1 13,22 13,54 6,80 6,40
2 11,83 14,14 6,95 - 7,08
k| 61,64 13,24 12,21 9,91
4 73,682 15,54 5,25 4,59
5 75,31 9,36 7,81 7,50
& 65,25 )2, 78 8,55 12,42
7 71,49 11,27 9,11 B,14
8 74,30 10,70 5,51 9,47
9 72,05 8,04 9,52 10,39
10 75,82 8,07 8,95 7.158
1 71,68 1,01 9,14 a,17
12 7404 - Y 7,73 9,93
11 52,14 5,47 17,82 10,57
14 73,10 8,89 6,68 5,31
15 72,24 9,54 9,24 8,08
15 74,01 9,53 B,98 1.38
i? 72,50 7,66 11,36 8,48
1A 73,21 9,42 7.78 9,54
19 %9,89 6,48 11,53 12,10
20 71,81 9,26 B, 92 9,01
H .42 10,24 9,14 8,80
d&o : 3,65 2,35 2,72 ' 1,85
| Ff g5 = 428 F= 4,69 Fu 2,95 Fa 4,45
t = 16,059 t= 4,645 ta 4,474
oL o= 19 onL = 13 o= 29
t* = 2,0452 th = 2,0345 t* = 2,0452
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PT 3430 %

cpm
NH4OH. 2N
3 LY l T46
1S XI10 - l
T T4 42.,79%
0X10- 10,94% -
-
12,02%

s X104

mimercs de tubos

FIGURA 5. Croamatografia por filtracho em gel de Sephadex G-25M do sorc nao radicatd -
v de rato intacto, incubado a 37°C por 18 haras com “2INT,G (pieo IV da
fig.'ura ZB) , Observa-se que, a maior parte deste ocanposto permanece livre
enquanto cerca de 34% liga—se 3s proteinas plasmaticas. Uma pequena fragao
é desconjugada e elufda come 1251"1'4 Hyre,
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Tabela TV
’ Cromatografla por Flltracac em gel & Sephadex G253 &
extrata focal de ratos, apds a administragag da 1251'-‘1!"4

e ———

Fatoss inbacios
Ploos % PI I T1. efm'rj Ti-ﬁ
RAtng s 1 II ~  III v

1 19,33 13,57 . 45,75 20,35

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

| 24,62 12,715 44,27 18,36

4 22,27 13,37 46,65 7.7

5 19,74 16,17 45,24 14,43

[ 21,25 13,34 J4,63 20,78

T 1K, 51 14,18 52,21 17,02

B 22,75 12,14 50,38 14,72

] 21,55 16,47 41,32 20,56

18 19,59 14,51 48,30 17,560
H 21,13 14,3 46,22 18,13
& kL] 1,59 4,08 1,87

Fatos oo obotrugis hillar

i 16,67 27,49 42,00 13, B4

2 21,09 14,51 61,17 ) 7.23

3 11,54 18,94 63,61 5,87

4 13,74 25,11 0,95 10,20

b 11,65 12,44 &8,84 7,23

5 12,18 22,01 61,82 3,99

7 10,68 24,52 &0, 08 4,m

8 12,85 19,240 &0,82 7.13

9 14,52 20,68 58,21 5,59

14 8,13 25,90 59,50 5,47

H 13,11 20,68 58,68 7.33
ap 3,56 5,64 7.34 2,83

E‘E 05 " 2.98 F =1,20 F= 12,58 F= 1M Fe 2,29
' £ = 35,128 t= 1,438 £ = 4,692 £ = 10,255

GL =15 oL o= 11 GL = 35 oL = 18
= 33,1009 £ = 32,2010 2,145 = 72,1009
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agregados ds protelnas transportadoras séricas (pico I da fiqura 1B), ve-
rificou-se qua, a0 submeter ua aliquota &0 pico I a agan  proteclitica,
cerca de 11,73% da radicatividade permancceram coms proteinas iodadas, sen
do o restante distrikuldo entre os damais picos (flgura 7).

Para o estudo dinfmico do glicuwonidato de tircdna ra-
digativa (125]:—'1'4—{':‘), ot a finalidade de comprovar que o pico IV era
constitufdo de 2 I~T, G, submetew-se ma aliquota 3 &30 da beta—glicuro
nidase e realizou-se a separagao por filtTagio em gel de Sephadex e em pa
pel da amstra om e sem tratamento enzimatico. Constatou-se a desconjuga
gao da LT, do &ddo glicurdnico, oom cerca de 85% da  redicatividade
concentrada o ploo III, oo T, livre (fiqura 8A). Na amostra gue nac so
fren tratamento, cerca de 50% permaneceram lnalterados o ploe IV (figu
ra 8B, 10). Estas detcrminacOes serviram também para avaliar a pureza do

material cbtido.

Para estimer as alteragoes da fingao tireoidianz provoca
das pela ictericia chstrnrtiva experimental, procedeuw-se 3 captagan 4o ra-
dioiodo pela glindula tiredide, que foi de 45,44 + 2,49%; nos animals oon
trole os valores foram de 28,04 + 1,39% (tabela V). Detectou-se tawmbém um
aumento na fracio do 1291 ligads is protefnas séricas (pBI2OT), cuja mé -
dla e desvio padrao forem de 0,79 + 0,11%/1, estando os valares nommals

entre 0,42 + 0,04%/1 (tabela VI).

A andlise oompartimental do 1251—']34—(}, isclade do saro de
animais ictéricos, foi realizada an ratos oom cinula inserida no ooladooo,
adminl strando-se intravenosamente ¢ composto radicativo. O estude da ourva
de decajrentn (figuwa 9) mostra duas esponenciais. Ne infclo a radicatdvi-
dade decal, no plasm, mnt1/2deﬁ,86 t 2,64 mnnne. Na bile ¢ processo
OCorre un pouoa mals lmtmma‘rtemtlﬂdag.ﬂi 2,§5m1m:tns.ﬁsagwﬂa
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ploo I da figura 1B.
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TABEIA V

Captacao do radioiodo pela glandula

tiredide, apds a adninistracac de

1251

RATD NCFMAL CBSTHIIID
(M % k-
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
g 27,50 44,71
10 28,15 46,62
M 28,04 45,55
ap 1,39 2,49

Fj o5 = 298 F = 3,218
t = 19,299
GL = 15
tr = 2,11
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TABELA VI

Determinacao do 125, ligxdo 3s protalnas séricas

[PEHSI] utilizando-se o método de troca idnlca

RATO NORMAL OBSTRILDD
(1) $/1 3/1
1 0,46 0,77
2 0,32 0,97
3 0,46 0,86
4 0, 46 0,93
5 0,40 a,70
6 0,42 0,86
7 0,41 0,70
8 0,43 0,68
9 0,41 0,69
10 0,39 0,74
H 0,415 0,788
dp 0,041 0,109
% — -
FE o5 = 2,98 F = 6,974
t = 10,081
oL = 12

tr = 2,1788
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exponencial apresenta um 2 blologico de 174,65 + 51,76 minutos no plas-
ma, porém na blle & mals rapida com t1/2 de 68,26 + 23,19 minutos (tabela

VII).

Na hile, nos primeiros 15 mimios, a fragao do RSI—T4-G
foi eliminada pa sua forma quase original {cerca de 86%); entretanto,” no
movento em que chega ao figado, inlcla=se o processo de desiodagac, apre -
sentando pico que parace ser constitufdo de mais de um glicurtnidato radio
ativo. No deocorrver do tempo, of pices das proteinas lodadas, lodeto e tirn

- — 125
¥ina van aumentandc em proporgac que diminul o do I—T4-G.

A tabela VIII mostra as variagtes porcentuals da elimina-
¢an biliar dos diversos campostos jodados identificaveis por cromatografia
em papel. Note—se também, pelas figuras 11 e 12, que 75 minutos apds a ad-
ministragio do ~--I-T,~G, howve o aparecimento de um novo comgonente ioda-
do, na proporgao de 6,05%, na regifo de tirosinas.

2pds 150 minutos fez-se a analise da blle, por coluna de
gel de Sephadex G-25M, chservando-se uma redugan marcante do pieo IV, ha-
vendo apenas 1/3 da radicatividade correspondendo acs glicwronidatos (£i-

gura 13).
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TAHEIA VII

leI—T gy em rlagm e blle de rato
. ) )
NP RATOS K t 172 {min} K t 1/2 {min)
1 0,694 9,59 0,0029 239,02
2 0,2353 2,95 0,0059 117,48
o 3 0,0946 7,33 Q,0035 198,04
i 4 0,0915 7,58 0,0032 216,61
o 5 0,1529 4,53 0,0060 115,57
: é 0,789 8,79 0,0043 161,20
M 6,86 174,65
do 2,64 51,76
1 0,0600 11,56 0,0108 64,19
2 0,0904 7,67 0,0L51 45,90
3 0, 0695 9,97 0,0086 80,60
4 90,0590 11,75 0,0101 68,63
5 0,0576 12,03 0, 0090 77,02
6 90,0573 12,10 0,0107 64,78
7 0,1013 6,84 40,0146 47,48
“ 8 0,1088 6,37 ¢, 0058 119,51
1 g 0,1074 6,45 0,0150 46,21
H
I
M 9,42 68,26
dp 2,55 23,19

E* = moaficviente de transferencia




TARFTA VIIT

analise crematogrificar dos omponentes

icdados da bile de ratos normais apos a

administragao de 17,

40

125

TEMPO (min) P.I (%) %, (%) I (%) T, (¥}
15 5,94 86,21 3,11 3,74
10 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

* Cromatografia descendenmte am papel Whatman 3 MM = sistema colidima -
apaa (35:100), ambiente saturado oom amonea.
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f'IGJEA 10. Cromatografia descendents em papel Whatman 3 M4 do 125I--'T -G

4

gsistema mbutanol-amonea (1:1). Resultados expressos em  por
cento da oxmtagem total.
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FIGURA 11. Cromatografias descendentes em papel Whatman 3¥M da bile (co
letada a cada 15'), apds injegac de ~“"I-T,-G, an sistema oo
Hdina-dqua (35:100). Resultados evpressos en por aento da

crntagem total.
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DISCUSSED

0 et realizado no presente trabalho s6 foi possivel
gracas aos metodos cromatograficos desenvolvidos nos laboratorios do L
(21)

lﬂ},basaaﬁusmtrabaltnorigﬁaldemssiztkyeml. . Bsta téonica

. - 125
tem a ventagem de permitir a separacac do I-T,~G en coluna de gel de Se
phadex G294, além de ser aplicavel a diversos materials bicldgicos. Este
composto fol separado e identificado por cramatografias de filtracAo — em

gel e papel.

A caprovacio de que a substineia referida era 125:1:-'1'4-'{:-.r
foi alcangada, sumetendo—o 4 hidrdlise enzimitica pela beta-glicuronidase,
identificando-se o produto par cromatografiz em papel. Os dades aqui apre -
sentados, Mostraram cque O 1251—'1'4-13 tam a capacidade de se ligar as protef-
nas trapsportadoras plasmiticas {(ficqura 5}. Nao foram realizades estudos pa
ra identificacio destas proteims, constatouwse apenis que 0 o T-T,~G 1i -
ga-se mam proporgao de cerca de 34%. Comparando-se as quantidades de
1231 41,-G de soros proteolizads ¢ "in natura®, submetidos a cromatografia
em ooluna de Sephadex (tabela I e ITI), verifioou-se que a fragao que se Li
ga 3s protelnas & cerca de 45%, valor relativaments priximo do abtide par
incubagao direta de soro normal e 1251-'1-4—(;. 3 figqura 1B que mostra os e -
sultados de uma cramatografia em gel de Sephadex G-2M do soro de rato icts

rico, sem tratamento, revela que wa fracdn de leI—T4—G encontra-se livre.

DIHthcpimccrrespcrﬂenteéspmteinasiodadasésmudua protedlise
oon pronase (gue libera os aminodcidos de suas proteinas transportadoras) |,
uma grande parte da radicatividade migra na regifo & 2 I-T,~G (figura 7).
Dfatudesbemrposmugar-seaspmimsplaméﬂcas,mmpedjrasua
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elimnacao mais rapida por via renal e hepitica.

Note—se tambem, para discussao ulterior, que gquande se

inmbaafrag&:delzﬁI-T-Gmnscmderammmﬂl', ue parte deste &

4
Liberado do &cido glicurdnico, dando como resultado a T2°I-T, (Eigura ).

Aretem;&od:lzsI-Td-Gdeveserreameivelpelom~

mento do FBI citado na literatura {26,30}. Este cumpostn, provavelmente, &
metabolicamente inativo, visto que os animals oon ilctericia cketrutiva as

Uﬁaﬂapresmtammahipemapta;’éctirmidimdeuEIemﬂaltarﬂ-

tatividade de radioiods, verlficada pelo aurents do PBL2°I. Estes parime-
tros, classicamente, refletem diretamente a fungao tirecidiana. Estes fa-
tos fatos revelaram a falta de um mecanismo de retro-regulagdc para oo
emte composto. Os achados conflitam oom aqueles de Telkkd e col. %%, que
postularam wwa hipofungac tirecidiana na ohstrucao biliar, No entanto, es—
ta conclusao foi baseada em dados indiretos, derivados da morfologla da
tiretide, nao tendo estes autores aquilatado diretamente a fungac glandu-~
lar com emprego de testes dinamicos. Por outro lado, Scazziga e ool. (25)
mostraram em 10 pacientas oan chatrucas biliar, a inalterabilidade dos ni
veis de captacac. E possivel que, sendo o presents trabalho experimental,
as alteracoes fisiopatologicas sejam mais evidencidveis que no moxdelo hu-

manc, onde aleatoriamente, poderiam existir cbstructes nao campletas.

PartednuSI-Td—Ganmladumsumée]jm:ﬂh pOr
via renal, oo se verifica na flgura 3B. Tam sido descrlta a presencga do
glianoconjugado renal [12}, entretanto os métodos aqui empregados, nao
parecem ser sufictentemente sensiveis para detectar nos ratos intactos,es
tas pequenas porgdes de T,~G eliminadas por esta via. A andlise da figura

1B, mstra que nos animais cam obstrugan, alén do glicuroconijugado, ha

também um increments myito grande da proporgdc de 1251-4]:4— livre, Supoe-se




que esta poderia provir da descanjugagio do TPT-T,€, apds a filtragio re
nal. K30 seria cabivel a eliminagao de propargoes tao grandes de  hormonio
circulante, & nRo ser que o acimulo de sals hiliares 1) e Goidos  gra-
*xX uﬂnacorrente sarcrainea, u:hranteaoh&rm:;_ﬁo, levasse a menor afini
dade deste pelas proteinas transportadoras que rormalmente ndo - atravessam
a barreira glamerular em quantidades aprecifiveis,

Nas fezes dos animals om icterfcla chstrutiva, ainda
sa0 1dent] ficadns os compestos lodados, tanto a 1251—'1" cono O 1251—11'4-(;_
(Fiqura 4). Pressupondo-se que a cbstrucio das vias hiliares tenha sido to
tal, estes compostos 86 poderiam ter origem atraves das suas passagens pe—
la parede intestinal, devido a um gradiente de secregao: corrente circula-
toria-lomm intestinal, Hote-se que os dados ajqui cbtidog, quanto a magni-
tade deste fendmeno, sao relativos e nd0 absolutos, porque em nentum  G0S
127 Esta el imi nacao
de P11, 8 71-1,-G pela parede intestinal estd de acordd com as chser-

4
vagoes de Galton e Misula (13)

materiais exaninados foi determinada a quantidade de

, 05 quals darcnstraram que a quantidade da
hormOnic eliminado pelas fezes era malor que aquela excretada pela hile,

sugerindo que, palo menos am ratos, n&o deve haver uma absorgdo intestinal

daT4akﬁgmm,ﬁahaIMreahza&:mm,pcrmedaeml. {13}, mostrou

1251_.34'. ocurre wna dimdricac gradativa de ra

que apds a adninistracac de
doatividade nas porgoes intestinals iscladas de ratna, Esta constatacao
leva a crer que possa existir um estado de equilitric de absorgao e secre-

a0 de hommonios tirenidlanos pelas paredes intestimais.

A administracao doc HEI—T4—G a animais intactos, mostra

que esta substincia @ depurada do ampartimento sanguinec oom duas  meias
vidas totalmente distintas (figura 9). Uma de 6,86 * 51,76 mimutos e outra

de 174,65 + 51,76 mimitos. Analisando~se as curvas de eliminacao bdliar da

raficatividade nestes ratos, verifica-se que o 1251—'1'4-6 é rapidamente de—
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purado por esta via. Note-se também, a presenga da ~“"I-T,, cuja proporgac

vai crescendo oo o decorrer do tempo. Estes eventos tomados em conjunto
macma&ehmina;ﬁnsmguin&a,leva&mlusﬁadequ&ausl—ﬂﬂé
desmnjmaﬂonadrcula;ﬁuauf'l-*rql livre, a qual se inoorpora ao  "pool”
enddgeno e segue as vias naturzis de metabolizacio., Este fato pode ser an-
tecipmi:palas&:q:eriéncias&znnstrmqu&mapartedolzsrdrfc era
desconjugado "in vitro”, quands incubadc oam soro de rato intacto { figura
5). Assim, o primeiro componente da aova de decaimentn sanguinec corres -

ponderia ao 125I—'I'4-G e o sequndo, mais lento, & ]'ZSI—T4.

Este fendmeno poderia estar ocorrendo em condigdes nor
mais, porém em pequena magritwde, o suficlente para nao refletir mm acim
1o aprecigwel da TG sanquinea.
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1. 0O métod empregado da cramatografia em gel de Sepha
d&xG—Zﬂdéeﬁcazmse;nxagEudeT‘i-Gﬂem,u—
rina, hile e fezes de ratns tornados ictéricos por obstrugao mecanica expe-

rimental.

2. 0 uSI—T4-G acamala-se no soro destes amimais e 14~
ga-se is protainas plasmiticas numa proporgac de

cerca de 4%,

3. OTQ—GéeHMJEdnporviamﬁriae,provawa]man-

te, & em parte desconjugado durante este processo.

4. 20 que txdo indica existe un gradiente de secressac
hommona] {'I'4} eder-Gpelaparedeintestinal.

5. h cinftica do T,~G injetado em animals apresenta wn
decaimento con duas exponencials distintas que oor-
responderiam 3 eliminacao do composte "in natura", mais ripida, e ao metabo

UHsm da T, proveniente de sua desconjugacac, mais lenta.

6. H3 nestes animais um ipcremento da fungdc tireoidia

na verificado pelos testes de captacan do radioiodo

25

e do PE]' I, devido, provavelmente, a una d:lminuit;'&: dos honmdnios tireoidi

ancs clrculantes e a un aurento dos seus conjugados.




Estudou-se © comportaments da HE'I—Tq adnd ni strada na.
doge de 150 uCl em ratos ictéricos por chstrucdo mecinica — experimental
{ﬁgaﬂm de coledocn) . Utilizaramse os metodos de cromatografia em gel
de Sephadex G-23M ¢ an papel para a separagao dos campostos lodados do so
o, wina, bile e fezes., Separirse e identifioorse o 125I—T4-G nestes
materiais. Foi verificadn que o glicuronidato liga-se ds protefnas plasmd
tlcas mama proporgac de 34,308,

A anilise cramatogrifica mostrou que © 1251—-1'4—(;, na
siwar;ﬁo de r.‘-bstruq:&;-, oorresponde a 15,88 ¢ 3,81% da radicatividade san-
quinea. Constatourse o apareciments em proporgac de 7,38 + 1,92% deste de
rivad, nas anilises urinfrias dos ratos, acompanhada de um increamento na
eliminagio de *2°I-T,. Este provavelmente deve ter origem intra efou p3s
renal, visto que, em condigOes mmﬂisaTdc:erla]_anﬁaés proteinas
plasmaticas an sua quase totalidade, © que a impede de transpor a barrel-
ra glamerular oom facilidade.

Meshs oo chetrucdo comprovada e eficlente, as fezex
destes animals apresentaram :I'ESI—"I"Il e 125I—'I"‘-l:;r presentes. Postulotese em
vista deste fato, a exdstencia de um gradiente secretirio circulagac-lu -
men intestinal, para explicar este achado.

12!“:']: e do PBlZ5I mostraram que

A medida de captagao de
a tiredide destes animals encontrava-se hiperativa, o que poderia ser devl

do 3 dimimuicac de hommonlos intactos e aciimlo de seus conjugados, segura
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mente, nac habeis em realizar o mecanisw de retroregulacin.

0 125144—G foi separado crcmaﬂ:éraficarenhe d soro
dog animals de experimentacao com cbetyugcdo e reinjetado em animais intac
toa. Soro e bhile destes animats foram ooletados a cada 15 minutos e sua
radicatividade nedida. Analiscu-se, cromatograficemente, a bile de  cada

A curva de decaiments da radicatividade sérica mos—
ttm:iﬂse}qmmmcjﬂis.mﬂqueapreeentavamtlfzmisrépidﬂ&eﬁ,ﬁﬁt
2,64 minutos e cutra mais lmtamtljzde 174,65 » 51,76 mimatos. Anali
sando-se em aonjunto, esta curva e agquela cbtida da bile oom o8 cromato -
gramas da secregan biliar, conclui-se que a primeira exponencial corres -
Euﬁeielimﬂﬁgao-:hlESI-Tq-GeasmﬂaﬁusI-T‘l proveniente da des—

canjugagao.

50




51

- The effects of 12°I-T 4 adainistrated in 150 uci dose in

icteric rats, after mechanic chstruction of the Biliar duct, was studied.

For the separation of the iodinated oomponents of the serum, warine, bile
and feces, the technique of gel filtration in Sephadex G-25 medium and pa -
par chromatography were used. 1251_,1,4_(3 was sepatated and identified in

these materials, It was fomdd that 34.3% of the glucuronddate binds to plas

ra mroteing,

Chramatoqraphic analysis has shown that in oondition of

chatructed duct, IESI_T«T_G represents 15.88 + 3,81% of the serum radicac -
tivity. In rat urine analysis the presence of 7.38 + 1.92% of this oompo -
nent was chserved, together with an increased IESI-Tq alimination. This fact
bas probably an intra and/or a poste-renal origin, since in mormal conditions,
T4ﬂrmlatespracﬂcauyallbumdtcplasrapruteins, not being allowed
therefore to pass through the glomerular barrier.

Even with comfirmed efficient cbstructicn, the feces of

these animals showed the presence of 125 1251_,[,4_{;_ To explain thes

findings it was admitted the existence of a secreting gradient circulatian—

:c-'r4 and

intestinal lumen,

125

Uptal-:en‘eﬂsmmtsoflzsIarﬂPﬁ I showed that the

thyroid of these animals was hyperactive. This ¢an be due to a decrease in
intact hormmones and an lncrease in the oonjugated forms, which are umable
to detennine the feedback mechanism.




usI—T4—Gms separated by chramatography of the serum
ofanjmalswiﬂlﬂbsuuctedmcta:ﬂre-injectaiini:trtactarﬁmnls. Samples
from serum and blle of these animals were collected each 15 minutes angd
oonted. The bile of each fraction was analyzed by paper chromatography.

The decay curve of serum radioactivity followed 7 o]

exponential functions. The first presented a lower value of t-.l/2 {6.86 &
2.64 mirtes), while the second a higher value (174.65 £+ 51.76 mirmutes).

Camparing this curve to that obtained fram secreted bile chromatography,

it is concluwdad that the first exponential relation refers to 1251—’1‘4—(5,

while the second to deoonjugyated ‘-LzE'I--T‘l elimination.
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