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RESUMO — Demonstrou-se por cromatografia em camada

delgada a presenca de monoiodotirosina, diiodotirosina e tiro-
xina em extratos butanélicos da tunica e do corpo total de
Dendrodoa grossularia (Van Beneden).

A técnica € a seguinte: uma série de animais incubados
com 1A na forma de iodeto de sodio, ap6s 8 a 30 dias de in-
cubacdo, seus componentes foram dissecados separando a tu-
nica do resto do corpo.

Preparou-se um homogeneizado em tampdo pH 7,2 a

0,5% da tdnica e do corpo.
Em seguida, o homogeneizado foi hidrolizado enzimati-

camente com Pronase (protease Bacteriana) e submetido a

extracdo butanolica seletiva para os compostos iodados pro-
posta por Zappi (1967).

Os extratos agora sdo concentrados ao menor volume

em um evaporador a vacuo e apucado em placa de cromato-
grafia em camada delgada.

Trabalho realizado gracas a bolsa da C. N. E. N. (Comissao
Nacional de Energia Nuclear — Brasil) e da I. A, E. A. (International

Atomic Energy — Agency) — Viena.



Usaram-se seis solventes diferentes para a andlise cro-
matografica e ap6s o desenvolvimento do cromatograma reve-
laram-se somente as substdncias padrfes colocadas ao lado do
extrato e rasparam-se as regides dos cromatogramas corres-
pondentes aos compostos pesquisados, que foram agora colo-
cados em tubos plasticos para medidas radioativas.

Ap6s a medida radioativa em detetor de cintilacdo do
tipo pogo compararam-se as atividades dos compostos iodados
encontrados na tdnica e no corpo dos animais.

Poder-se-a concluir a presenga de monoiodotirosina, dii-
odotirosina e tiroxina e ainda a presenca de um possivel me-
canismo de “feed back” diferente nas duas regifes do animal.

EVIDENCE FROM THIN-LAYER* CHROMATOGRAPHY IN-

DICATING THE PRESENCE OF MONOIODOTYROSINE,

DIIODOTYROSINE AND THYROXINE IN EXTRACTS OF

THE TUNIC AND OF THE BODY (SOFT PARTS) OF DEN-
DRODOA GROSSULARIA

ABSTRACT — The present work gives the results of identify-
ing iodothyrosines in extracts of Dendrodoa.

Specimens were maintained at an optimal temperature
of 10°C; for radioiodination groups of 10 to 20 animals were
placed for 8 to 30 days in 2 litres of sea water containing 200
pCi/litre of 1A.

After radioiodination the tunics were then dissected from
the body (soft parts) and the two regions pooled separately
and homogenised.

The homogenates were hydrolysed with Pronase and after
that, extracted three times with n-butanol according to Zappi
(1967).

Aliquots of the butanol and aqueous phase were applied
to plates for thin-layer chromatography, non-radioactive marker
drops of monoiodotyrosine, diiodotyrosine, triiodothyronine and
thyroxine were run at the sides of samples to identify the
unknowns.



After the devellopment of the chromatogras, the spots
were visualised in ultraviolet light, outlined with pencil, and
then scraped of and eluted in water.

Radioactivities of the eluates were measured in an auto-
gamma analyser attached to a Packard 3375 trichannel scin-
tillation counter.

We conclude that thyroxine is demonstrable in both the
tunic and the body (soft parts) of Dendrodoa within the limits
of thinlayer chromatography and monoiodotyrosine and diio-
dotyrosine are also present and the possibility of a different
mechanism of “feed back” may be present in the two regions
of the animal (tunic and soft parts).

The possibility that triiodo thyronine may be present
needs further study.

INTRODUCAO

Data de 1910 o inicio dos estudos tendentes a relacionar pe-
quenas quantidades de iodo com o funcionamento da glandula tire6i-
de no homem (Hunter). Coube a Kendall (1914), determinar o iodo
relacionando-o com a atividade tiredidea mas s6 ap6s o emprego de
isotopos radioativos é que a fisiologia da glandula passou a ser me-
lhor entendida, bem como a biossintese hormonal foi, pouco a pou-
co esclarecida e acompanhada em todos os pormenores.

Os trabalhos pioneiros que se seguiram cronologicamente fo-
ram o de Cameron (1914-1915) que fez 6timo estudo sobre a dis-
tribuicdo do iodo em tecidos de plantas e animais; apds a descoberta
da tiroxina por Kendall, surgiu o método bioquimico para a deter-
minacdo do teor de tiroxina na glandula tiredide (Leland e Foster,
1932; Blau, N. F., 1933) bem como de outras substancias com ati-
vidade biolégica semelhante a ela (Pitt-Rivers, 1950).

Com a continuagdo das pesquisas, surgiu a identificacdo de
outra substancia além da L-tiroxina, presente na glandula e com ati-
vidade hormonal, a 3,5,3’ triiodotironina (Gross e Pett-Rivers, 1954).

Seguiu-se a identificacdo dos precursores hormonais: monoio-
dotirosina e diiodotirosina, substadncias sem atividade hormonal, mas



necessarias para a biossintese dos horménios da glandula (Pitt-Rivers
e Cavaliére, 1962-1963).

Como se vé, pouco a pouco a biossintese hormonal foi identi-
ficada em todos os seus passos (Pitt-Rivers, 1963) e, hoje contam-se
varias revisbes do assunto (Pitt-Rivers e Trotter, 1964) com descri-
cdo de toda a biossintese hormonal, passo a passo e rica em infor-
macbes (Rocha e Michel, 1955). Sisson em 1965 forneceu uma boa
revisdo dos principios e falhas nos testes de funcdo tiredidea na qual
se encontra uma completa atualizagdo dos métodos usados para o
estudo da fungdo hormonal da glandula tiredide.

Ao mesmo tempo, com a introdu¢do do iodo radioativo no es-
tudo da fisiologia tiredidea, houve completo esclarecimento de ser o
foliculo tiredideo a unidade morfo-fisioldgica glandular, e logo a se-
guir varios pesquisadores passaram a estudar a funcdo tiredidea nos
Vertebrados Superiores e nos Inferiores, nos Protocordados e tam-
bém nos Invertebrados.

Com relacdo aos Invertebrados e plantas pode-se afirmar o se-
guinte: varios trabalhos foram feitos, alguns em Gorgbnia (Roche e
Jouan, 1956; Roche et al., 1951); outros em Espongiarios, Antozoa-
rios e Briozoarios (Roche, 1952; Roche et al., 1962); outros em
Mytilus (Roche et al., 1960; Covelli et al., 1960); outros em algas
marinhas (Roche e André, 1962) e finalmente em Anelideos e Mo-
luscos (Gorbman et al.,, 1954). Uma boa revisdo foi apresentada por
Antheunisse e Lever (1956).

Todos estes trabalhos provaram apenas que o iodo se acha li-
gado a proteinas inertes, as escleroproteinas, as quais, como se sabe,
resistem a hidrolise enzimatica e entram na estrutura do corpo destes
animais. Além disso, a hidrélise dessas proteinas libera somente iodo,
monoiodotirosina e diiodotirosina, ndo sendo detectadas até agora,
substancias hormonais tiredideas nos Invertebrados.

Com relacdo aos Vertebrados, porém, o problema ficou bem
esclarecido. Dos Mamiferos até os Cicléstomos ocorre uma funcao
tiredidea definida.

Do ponto de vista comparativo, vérias tém sido as revisoes,
como as de Dodd e Mathy (1964), Gorbman (1965), Leloup e
Fontaine (1960) e outros.



Como se sabe, a tiredide nos Vertebrados, tanto inferiores co-
mo superiores, apresenta como caracteristica fundamental a presenga
do foliculo, provido do coldide e da iodoproteina que recebeu o nome
de tireoglobulina. Pela ultracentrifugagdo verificou-se ocorrer esta
iodoproteina em todos os Vertebrados (Roche et al., 1968; Salvato-
re et al., 1965).

O problema seria o de saber em que animais aparece pela pri-
meira vez sintese tiredidea; ocorrera esta sintese em animais sem fo-
liculo, isto é, serdo eles capazes de efetuar a biossintese hormonal?

Sabe-se que nos cicléstomos, ndo ha uma tiredide tipica, du-
rante a fase larvaria, mas uma estrutura conhecida como enddstilo ou
saco glandular subfaringeo que, apesar de ndo possuir ainda foliculos
diferenciados, produz hormoénios e efetua uma biossintese hormonal
j& relativamente bem conhecida (Salvatore, 1969): este mesmo Or-
gdo no animal adulto, transforma-se em uma tiredide caracteristica
(Gorbman e Creaser, 1942).

O problema que agora se apresenta é o seguinte: seria 0 en-
déstilo ou saco glandular subfaringeo homdlogo ao mesmo endéstilo
dos Protocordados (Cefalocordados e Urocordados) e, portanto, a
biossintese apareceria primeiro antes do 6rgdo, pois nos Protocor-
dados o enddstilo é persistente durante toda a vida do animal, nédo
sofrendo nenhuma transformacgdo posterior do ponto de vista morfo-
l6gico?

Alguns autores defendem o ponto de vista favordvel a homo-
logia (Barrington, 1964; Berg et al., 1959), porém o problema nao
€ assim tdo simples.

Com relacdo aos Cefalocordados ha trabalhos que admitem a
fixacdo de iodo no endoéstilo (Barrington, 1958; Covelli et al., 1960;
Roche et al.,, 1961). Os resultados das experiéncias efetuadas néo
sdo muito conclusivos; embora o enddstilo fixe iodo e produza hor-
monio, ndo parece ser o Unico érgdo a fazer a sintese, havendo ou-
tros tecidos que apresentam a mesma propriedade (Tong, Kerkof e
Chaikoff, 1962). O assunto exige, portanto, estudo mais aprofunda-
do que possibilite uma conclusdo definitiva.

Com relagdo aos Tunicados, ha uma série de trabalhos, porém
as conclusdes também ainda ndo sdo definitivas.



Embora se procure relacionar a origem dos Vertebrados com
os Tunicados (Whitear, 1957; Bone, 1960; Barrington, 1954 e 1965)
a distribuicdo do iodo no endostilo nestes animais ainda é controver-
tida.

Com o primeiro trabalho de Gorbman em 1941, descrevendo a
presenga de um tecido capaz de concentrar iodo em Ciona intestina-
lis L. apareceu o problema; logo depois Barrington e Franchi (1956),
descrevem novamente a capacidade de ligar iodo no endéstilo de
Ciona, dividindo-se ainda 0 mesmo 6érgdo em vérias regibes de acor-
do com esta capacidade.

Assim, o grupo de Barrington realizou varios trabalhos em Cio-
na (1957, 1960, 1963 e 1965) advogando a funcdo do endostilo, e
também a presenca de iodo ligado na tdnica destes animais, apresen-
tando também algumas provas bioquimicas da presenca hormonal
nestes animais, porém ndo conseguiram de modo conclusivo detectar
a presenga do horménio em outro Tunicado — Dendrodoa grossula-
ria (Van Beneden).

Todavia, os trabalhos de Barrington e seus colaboradores, re-
lativos ao end6stilo ndo puderam ser confirmados por outro pesqui-
sador (Olsson, 1963-1965-1969) e mais ainda a parte bioquimica so-
freu contestacBes de Roche que também estudou o problema.

Roche e col. descrevem a presenca de horménios tiredideos em
Ciona intestinalis L. e também em dois outros Tunicados Salpa ma-
xima Forskal (1962) e Clavelina lepadiformis (1960), porém, du-
rante a série de seus trabalhos admitem a presenca de iodo ligado
ao endostilo, mas da como a regido mais provavel produtora da sin-
tese hormonal a parte interna da tdnica (Roche et al, 1962-1963-
-1964) e ainda seus colaboradores apresentam a identificacdo de uma
proteina com pico semelhante a tireoglobulina na camada interna
da tunica (Varrone, 1966).

Como se vé, a existéncia de verdadeiros hormonios tiredideos
(T2e T,) nos Tunicados ainda é assunto aberto, que demanda novos
estudos. Dever-se-a, principalmente, ter em conta as divergéncias entre
0s grupos de interessados que abordam o mesmo problema.

Assim, tendo-se em conta estas informacfes, propus-me a es-
tudar um tunicado cuja presenca hormonal ainda era duvidosa. No



laboratério do Prof. Barrington, foi-me possivel abordar os seguintes
topicos no estudo de Dendrodoa grossularia (Van Beneden):

1. Determinacdo da captacdo e eliminacdo do lodo-125 e a influén-
cia de hormbnio exdgeno e droga antitiredidea;

2. Verificagdo da ocorréncia de hormonio tiredideo (3,5,3’ triiodo-
tironina e L-tiroxina) no corpo do animal;

3. Pesquisar se ha produgédo de precursores hormonais (MIT e DIT)
e de substancias hormonais marcados apds incubagdo com iodo
radioativo;

4. Investigar a influéncia de hormoénio exdégeno e droga antitireoi-
dea na velocidade de sintese de compostos marcados, tanto MIT
e DIT como T3e T4

5. Desta maneira, no presente trabalho, procurar-se-4 provar exis-
téncia de uma verdadeira sintese hormonal tiredidea neste Tuni-
cado.

2.
MATERIAL E METODOS

A. Origem e preparo dos animais:

Foram utilizados ratos de raga Rattus norvegicus albinus e o
Tunicado Dendrodoa grossularia (Van Beneden).

Os Tunicados provieram do “Plymouth Laboratory of the Ma-
rine Biological Association” e remetidos ao Departamento de Zoolo-
gia da Universidade de Nottingham, Inglaterra. As Dendrodoa fo-
ram primeiramente colocadas em ambiente de temperatura constan-
te por 48 horas, para a adaptacdo ao laboratorio.

Sendo a temperatura um fator critico na sintese de iodoamino
acidos (Roche et ai, 1964) todo o trabalho foi realizado em cama-
ra de temperatura constante a 10°C com agua do mar sempre nova
e trocada diariamente.

Os ratos foram usados para padronizagdo dos métodos, eram
machos de 200 a 250 gramas, e mantidos com dieta balanceada no
biotério da Universidade de Nottingham e provenientes de linhagem
mantida ha longo tempo no laboratério, podendo assim, ser conside-
rados, dentro de certo limite, homogénea.



B. Medidas para Captacdo do lodo-125 em animais totais:

A finalidade desta série de experimentos foi determinar o ma-
ximo de captacdo do iodo-125 e com base nos resultados, planejar
todas as experiéncias posteriores.

Ao mesmo tempo que se fez a captagdo, os animais foram di-
vididos em dois grandes lotes:

1. PRE-TRATAMENTO: O grupo recebeu tratamento pré-
vio, isto &, 1/3 dos animais ficaram primeiramente em solucdo con-
tendo tiroxina e 1/3 em soluc¢do contendo tiouracil e o restante cons-
tituiu o grupo de controle.

2. TRATAMENTO SIMULTANEO: No segundo lote, o
tratamento quimico, isto &, a colocacdo de tiroxina e tiouracil foi feita
simultaneamente com a colocagdo de radioisétopos.

CAPTACAO DO 10D0-125
1.° GRUPO
Animais que Receberam Pré-Tratamento Quimico

Oitenta Dendrodoa grossularia (Van Beneden) foram selecio-
nados e divididos em 4 grupos de vinte.

No primeiro, cada animal foi colocado dentro de uma peque-
na cesta de gaze cirlrgica e amarrado a um pedago de fio, ficando
assim, facil o manuseio de cada um.

No segundo, os animais foram separados e colocados, cada um,
dentro de uma pequena cesta de gaze cirlrgica e amarrados a pon-
ta de uma haste de fio.

Cada grupo de animais foi colocado em um béquer de 5 litros
contendo dois litros de &4gua do mar e, desta maneira, os 4 béqueres
continham 20 animais cada um.

O primeiro béquer ficou somente com dois litros de &gua do
mar renovada diariamente.

No segundo, colocou-se tiroxina na agua do mar na concen-
tracdo de 1 mg por litro; no terceiro, adicionou-se tiouracil na con-
centracdo de 300 mg por litro e no quarto béquer depositou-se tiro-
xina (1 mg/l.) mais tiouracil (300 mg/l.), sendo estas solucBes



renovadas diariamente e verificados também se os animais estavam
em boas condices.

Este tratamento quimico durou cinco dias, sendo que no sex-
to se iniciou a experiencia de captacdo do iodo-125.

Em cada béquer foram colocados 200 pCi de 18 na forma de
iodeto de sodio por litro de agua do mar.

Apo6s permanéncia na solucdo radioativa durante certo interva-
lo de tempo, os animais foram retirados e rapidamente colocados em
outro béquer contendo s6 agua do mar corrente, lavados durante 10
minutos e, cada animal foi depositado dentro de um tubo plastico
contendo 2 mi de 4gua do mar e a seguir medida a radioatividade
total em um contador y acoplado a um detetor de cintilagdo liquida
Packard 3375.

Apo6s a medida, cada grupo de animais voltou para o respecti-
vo béquer, que foi sempre mantido a temperatura constante de 10°C,
sendo as solugbes renovadas diariamente e as medidas realizadas em
intervalos regulares até 120 horas.

Terminada a medida de captacdo, cada animal foi retirado da

cesta de gaze, pesado, sendo os resultados da captacdo expressos em
contagem por minuto por grama de tecido.

2.° GRUPO
Animais que Receberam Tratamento Simultdneo
(Drogas + Isotopos)

Outras oitenta Dendrodoa grossularia (Van Beneden) foram
selecionadas e divididas também em quatro grupos de vinte.

De cada grupo, os animais foram individualmente colocados
em uma pequena cesta de gaze cirdrgica e esta, amarrada na ponta
de um fio para facilitar o manuseio de cada animal.

Cada grupo de vinte animais foi colocado em um béquer de
cinco litros, contendo dois litros de agua.

No primeiro béquer, o primeiro grupo de vinte animais rece-
beu unicamente agua do mar; no segundo, o outro grupo recebeu
dois litros de agua do mar e mais tiroxina na concentragdo de 1 mg/L



No terceiro béquer com o terceiro grupo de vinte animais, ha-
via dois litros de agua do mar com tiouracil (300 mg/l.) e no
quarto, com o dltimo grupo de animais, havia dois litros de agua do
mar contendo tiroxina (1 mg/l.) e mais tiouracil (300 mg/l).

Logo ap06s a administracdo das drogas aos animais, colocaram-
-se em cada béquer 200 pCi/litro de iodo-125 iniciando-se assim,
as experiéncias de captagdo dita simultanea, isto é, as drogas foram
colocadas ao mesmo tempo que o radioisétopo.

Apds a permanéncia na solugdo radioativa renovada diaria-
mente e 0s animais mantidos durante todo o correr da experiéncia
em sala de temperatura constante a 10°C, os animais eram retirados
em intervalos regulares, colocados em um outro béquer contendo agua
do mar sem material radioativo, lavados em &gua do mar corrente
durante 10 minutos, com a finalidade de remover o iodo adsorvido e
ndo incorporado, sendo agora cada animal colocado dentro de um
tubo plastico com 2 ml de agua do mar, para medidas radioativas.

A radioatividade total de cada animal foi medida em interva-
los regulares até 140 horas ap6s a colocacdo dos radioisotopos em
detetor acoplado a um detetor de cintilagdo liquida Packard 3375.

Apds cada medida, os animais voltaram aos respectivos bé-
queres e mantidos nas condi¢des da experiéncia até a proxima me-
dida, isto se repetindo até completar as 140 horas (6 dias).

Terminadas as medidas de captagdo, cada animal foi retirado
da cesta de gaze e depois pesado para que os resultados da captacéo
fossem expressos em contagem por minuto/grama de tecido.

C. Medidas de eliminacdo do lodo-125:

A finalidade desta experiéncia foi verificar a velocidade de
eliminacdo do iodo-125. Os mesmos grupos de animais usados para
a medida de captacdo do iodo-125 foram transferidos para outros bé-
queres contendo cada um somente dois litros de &gua do mar sem
material radioativo, e as medidas radioativas foram feitas da mesma
forma em intervalos regulares.

Desta maneira, conseguiram-se dois grandes grupos de animais
nesta segunda série de experiéncias, a saber:

1. Medidas de eliminacdo do iodo-125 em animais que receberam
pré-traiamento quimico e depois radioisétopos.



2. Medidas de eliminacdo do iodo-125 dos animais que receberam
tratamento quimico simultdneo com os radios6topos.

C-l — MEDIDAS DA ELIMINACAO DO I0DO-125 EM
ANIMAIS QUE RECEBERAM PRE-TRATAMENTO QUIMICO
(TIROXINA E TIOURACIL) E DEPOIS DE SEIS DIAS O RA-
DIOISOTOPO: dos animais do primeiro grupo de experiencias, 0s
quatro béqueres contendo respectivamente 20 animais normais, 20
tratados com tiroxina (1 mg/1.), 20 tratados com tiouracil (300
mg/1) e 20 tratados com tiroxina (1 mg/1.) + tiouracil (300 mg/1.)
e que apos seis dias de tratamento receberam cada grupo 200 rCi/li-
tro de iodo-125 sendo a captacdo determinada regularmente até o
sexto dia.

Apobs o sexto dia de captacdo iniciou-se a medida da elimina-
¢do do iodo-125.

Cada grupo foi transferido a béqueres contendo 2 litros de agua
do mar sem material radioativo e medida a radioatividade de cada
um em intervalos regulares da mesma maneira em que foi feita a
captacéo.

C-2 — MEDIDAS DA ELIMINACAO DO 10D0O-125 EM
ANIMAIS QUE RECEBERAM TRATAMENTO SIMULTANEO:
QUIMICO E RADIOATIVO: animais do segundo grupo de ex-
periéncias, os quatro béqueres contendo respectivamente 20 animais
normais, 20 animais tratados com tiroxina (1 mg/litro), 20 animais
tratados com tiouracil (300 mg/1.) e 20 animais tratados com tiroxi-
na (1 mg/l.) + tiouracil (300 mg/l) e que simultaneamente rece-
beram cada béquer 200 pCi litro de iodo-125 e dai foi determinada
a captacdo até o sexto dia. Apos este periodo de captacdo iniciaram-
-se as medidas de eliminacdo do iodo-125.

Cada grupo de 20 animais foi transferido a novos béqueres de
cinco litros contendo 2 litros de agua do mar sem material radioativo
e medida a radioatividade de cada animal em intervalos regulares da
mesma maneira em que foram feitas as medidas de captagéo.

D. Finalidades das Medidas de Captacdo do lodo-125:

Com as medidas de captagdo do iodo-125 procurou-se deter-
minar o tempo 6timo de captagdo, isto é, até que ponto a curva dei-
xa de ser ascendente e aparece um patamar, o que significa existén-



cia de equilibrio dindmico entre a quantidade de iodo que entra e a
que sai.

Ainda mais, com a introdugdo do hormonio exdgeno e do blo-
queador tiouracil, pretendeu-se verificar se a curva de captacdo so-
freu influéncia destas drogas. Outro pardmetro seria ainda a intro-
ducdo de drogas simultaneamente com a captacéo.

Procurar-se-4 verificar assim se as substancias levariam algum
tempo para agir ou seu efeito seria imediato a administragdo.

E. Finalidades das Medidas de Eliminacdo do lodo-125:

A finalidade das medidas de eliminacdo do iodo-125 seria: apos
as medidas de captacdo onde ocorre o registro da velocidade de
acimulo do iodo no animal e ainda o efeito das drogas nesta velo-
cidade, o de obter um patamar de equilibrio em que a quantidade
de iodo que entrar agora, em fungdo do tempo, ndo sofra um grande
aumento.

Se este iodo entrou no animal por difusdo e ndo se combinou
organicamente, ap0s a captagdo e colocando o animal em &gua do
mar sem material radioativo teriamos uma eliminagdo rapida deste
iodo, provando ndo haver combinagdo orgénica e, se houver a elimi-
nacdo sera pouca, ficando portanto o iodo ligado organicamente no
animal.

Deste modo, a finalidade das medidas de eliminacdo do iodo-
-125 sera a de verificar se o iodo que entrou na captacdo fica mais
tempo ou ndo no animal, isto &, se combina organicamente ou nao.

F. Extracdo e Detecdo dos Compostos lodados Marcados (Hormo-
nios Tiredideos e Respectivos Precursores):

A. FINALIDADE: nesta série de experiéncias procurou-se
hidrolisar e identificar os precursores hormonais tiredideos MIT (3-
-monoiodotirosina), DIT (3,5 diiodotirosina) bem como os hormo-
nios tiredideos T3(L-triiodotironina ou 3,5,3" L-triiodotironina) e
T4(L-tiroxina ou 3,5,3",5° L-tetraiodotironina) através de uma série
de técnicas de acordo com a finalidade que é a identificagdo fora de
dividas dos horménios tiredideos T3 e T4 seus precursores MIT e
DIT e ainda verificar a velocidade de formacdo destes compostos e
se ela é alterada pela administracdo de drogas exdgenas (tiroxina exo-
gena) e tiouracil.



Assim, em todo o decorrer do método os materiais bioldgicos
empregados serdo: o rato, que é animal de tiredide bem conhecida e
estudada usado como material de padronizacdo de toda a técnica e,
ap0s a padronizacdo, a melhor técnica serda aplicada na finalidade
de um estudo de endocrinologia comparada ao tunicado Dendrodoa
grossularia (Van Beneden).

B. IDENTIFICACAO PELO EMPREGO DE COLUNA DE
“SEPHADEX-GEL 25 FINE”:

1. Rato: uma série de trés ratos foram injetados intraperito-
nealmente com 200 pCi de iodo-125 cada um,

Apobs 24 horas foram mortos por asfixia em campéanula com
éter e de cada um, foi removida a glandula tiredide, seguindo-se en-
tdo 0s passos:

a. Homogeneizagdo: Tiredides homogeneizadas em um Tri-
-R-homogenizer com volumes de 0,2M NaCl contendo anti-oxidante
(metil-mercaptoimidazol) e depois com tampdo tris em solugdo sali-
na, o pH ajustado a 8,3 de acordo com o método descrito por Osborn
e Simpson (1969).

b. Hidrolise enzimatica: O homogeneizado das tiredides foi
em seguida hidrolizado com pancreatina (0,5%) tamponada pH 8,3
durante 48 horas sendo depois o pH reduzido a 4,5. Seguiu-se uma
hidrélise em meio acido usando agora papaina (0,5%) durante 24-48
horas, baseando-se nos métodos descritos por Devlin e Stephenson
(1962) e também por Tong e Charkoff (1958).

c. Concentracdo do hidrolisado: Apd6s a hidrolise enzimati-
ca o homogeneizado foi concentrado ao menor volume possivel, usan-
do-se um evaporador rotativo a vacuo — Vacuum Rotary Evapora-
tor, “Rotavapor-R” que é o sistema atual aprimorado dos basicos
descritos por Craig et al. (1950) e Murray (1955).

d. Eluicdo do hidrolisado: Depois de concentrado, o hidro-
lisado das tiredides foi dissolvido em 1 ml de solucdo de metanol:
hidréxido de amonio concentrado (99:1) estando assim pronto para
a analise.

2. Dendrodoa grossularia (Van Beneden).

a. Incubagdo: trés grupos de animais colocados cada um em
um béquer de cinco litros contendo dois litros de &dgua do mar e le-
vados a camara de temperatura constante de 10°C.



Apds 48 horas nessa camara e 0s animais ja adaptados as con-
dicbes do laboratdrio, iniciaram-se as seguintes experiéncias:

1. O primeiro béquer recebeu 200 jiCi de iodo-125 por litro
dedgua domar, sendo esta solucdo renovada diariamente, isto &,
filtrada para remover os detritos e borbulhados com oxigénio para
assim ficar sempre em condicdes experimentais, sendo estes animais
considerados como controle.

2. O segundo béquer, também com 200 tiCi de iodo-125 por
litrode 4gua do mar mais 1 mg de L-tiroxina por litro, sendo esta
solucdo renovada diariamente, isto é, filtrada, e removidos os ani-
mais mortos ou em mas condigdes, borbulhada com oxigénio durante
15 minutos e ficando assim novamente fresca para as condicdes ex-
perimentais; representa os animais tratados com tiroxina.

3. O terceiro béquer, igualmente com 200 pCi de iodo-125
por litro de 4gua do mar, mais 300 mg de tiouracil por litro. A solu-
cdo é também renovada diariamente, isto é, filtrada e removidos os
animais mortos ou em mas condicdes, borbulhado oxigénio durante
15 minutos de modo a &gua permanecer novamente fresca para as
condigfes experimentais.

Este terceiro béquer contém os animais tratados com tiouracil
sendo, portanto, animais bloqueados com substancia anti-tiredidea.

Os trés grupos de animais foram mantidos nestas condi¢des ex-
perimentais durante vinte a trinta dias sendo cuidados diariamente
durante todo esse periodo de incubacdo.

b. Homogeneizacdo dos tecidos: ap6s o periodo de incuba-
cdo, os trés béqueres contendo os animais normais, animais tratados
com tiroxina e tratados com tiouracil, foi cada grupo lavado com &gua
do mar corrente, isentos de material radioativo, com a finalidade de
remover todo o iodo adsorvido e ndo incorporado.

De cada grupo separou-se a tunica de cada animal isoladamen-
te; desprezou-se a tdnica, pois esta primeira parte destinou-se a veri-
ficar se existe tiroxina no corpo dos animais e fez-se um “pool” até
conseguir 1 grama de tecido.

Assim, no final da disseccdo obteve-se 1 grama de tecido do
corpo dos animais normais, dos tratados com tiroxina e dos tratados
com tiouracil.



Cada grama de tecido é em seguida homogeneizada em um
Tri-R-homogenizer com volumes de tampdo tris frio (6°C) conten-
do anti-oxidante metilmercaptoimidazol (0,01%) e o tampdo dissol-
vido em solugdo salina com o pH ajustado para 8,3.

Ap6s a homogeneizagdo acertou-se o volume final das solugdes
de forma a se ter um homogeneizado a 0,5% em tris-salina pH 8,3.

c. Hidrolise enzimatica: Ap6s a homogeneizacdo, os trés ho-
mogeneizados foram submetidos & hidrélize enzimética, primeiro com
pancreatina a 0,5% pH 8,3 durante 48 horas em atmosfera de ni-
trogénio em banho de temperatura constante a 37° e constante agi-
tacdo, em ambiente escuro.

Seguindo-se a hidrdlise pancredtica, o pH de cada homogenei-
zado é reduzido a 4,5 e faz-se entdo, uma hidrélise acida com pa-
paina ativada com HZ em atmosfera de nitrogénio em temperatura
constante (37°M), agitacdo constante (banho maria com controle de
temperatura em ambiente escuro), baseando-se nos métodos descri-
tos por Devlin e Stephenson (1962) e Tong e Chaikoff (1958).

C. CONCENTRACAO DO HIDROLISADO: seguindo-se &
hidrélise enzimatica, ajustou-se cada hidrolisado ao pH 7,4 e concen-
trou-se cada um, para se reduzir ao menor volume possivel, no eva-
porador rotativo a vacuo “Vacuum Rotary Evaporator” — Rotava-
por — “R” sistema atual aprimorado dos basicos descritos por Craig
et al. (1950) e Murray (1955).

D. ELUICAO DO HIDROLISADO: depois dc concentra-
do ao menor volume possivel (0, 2 ml) os hidrolisados de cada
grupo de Dendrodoa (normal, tratado com tiroxina e tratado com ti-
ouracil) foram eluidos em solugdo de metanol hidréxido de amonio
concentrado (99:1) chegando-se ao volume final de 1 ml de cada
homogeneizado, ficando assim pronto para a andlise.

E. IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS IODADOS
USANDO A COLUNA DE SEPHADEX-GEL
DE DEXTRANA:

Preparo da Coluna: como se sabe, no sephadex-gel as macro-
moléculas de dextrana estdo em forma de ligagcBes cruzadas, dando
assim uma rede tridimensional de cadeias de polissacarideos.

Devido ao fato de possuir grandes quantidades de radicais hi-
droxilas, as colunas de sephadex-gel possuem uma grande atividade



hidrofilica e suas particulas ou esferas “incham” consideravelmente
quando em contato com agua ou solugdes de eletrdlitos.

Hé& varios tipos de sephadex de acordo com sua propriedade de
embebicdo, sendo ainda o grau de embebi¢do uma caracteristica im-
portante do gel considerado (Laurent e Killander, 1964).

Para o presente trabalho, usou-se uma coluna de sephadex
Gel-25 “Fine”, indicada para a separacdo de peptideos e pequenas
proteinas globulares de peso molecular entre 1.000 a 5.000.

Todo o sistema foi baseado em Osborn e Simpson (1968) e
consta do seguinte: Tubo-coluna de sephadex tipo K 15/90 produzida
pela “Pharmacy Fine Chemicals”, Uppsala, Suécia, de tamanho 1,5 x
X 90 cms ligado a um reservatorio produzido pela mesma firma, de
nimero R 25, que pode funcionar tanto como reservatorio ou como
frasco de mariotte.

Preparo da coluna: Sephadex Gel 25 “Fine” foi previamen-
te equilibrado, por um tempo minimo de 3 horas em um tampdo de
pH 5,6 da seguinte composicdo: piridina + &cido acético + agua
(45:11,5:1943,5) e, em seguida formada uma coluna de 1,5 x 15
cms no tubo de sephadex, que serd alimentado continuamente pelo re-
servatério contendo o mesmo tampéo.

O eluente da coluna sai por um tubo de polietileno que vai
passar dentro de um detector de cintilacdo tipo pog¢o de um analisa-
dor automdtico para radiacbes (“Auto-Gama Tandem System Pack-
ard”) acoplado a um Espectrometro de cintilagdo liquida, Modelo»
3375 (“Tri-Carb Spectrometer-Packard”) e que trabalha em conjun-
to, isto é, o pulso elétrico que vem do auto gama vai ao cintilador
liqguido e a0 mesmo tempo a um registrador gréafico da Panax (Fiat
Bed Chart Recorders — SREC-2).

Assim, a radioatividade do eluente que sai da coluna do sepha-
dex gel serd registrada em contagem por minuto no cintilador liqui-
do e a0 mesmo tempo obtém-se um registro continuo no registrador
grafico de cada composto em questdo.

O processo é baseado em Osborn e Simpson (1968). Usaram-
-se as tiredides de ratos para padronizacdo do sistema e depois apli-
caram-se os trés extratos de Dendrodoa para verificar a existéncia oa
ndo de tiroxina nesses animais.



Técnica: colocaram-se 0,5 mi de extrato na coluna de sepha-
dex gel na qual se passou em seguida o eluente: piridina, acido acé-
tico, agua (45:11,5:1943,5) com uma velocidade de fluxo de 0,3-0,5
mi por minuto.

Apo6s a passagem de 100 a 150 mi de eluente todas as iodoti-
rosinas foram removidas da coluna ficando somente as iodotironinas
retidas na coluna.

Para a eluicdo das iodotironinas passou-se agora pela coluna o
segundo tampdo: alcool amilico terciario saturado com amonia 2 N.

Os eluentes sdo coletados em tubos separados para posterior
concentracdo e confirmacdo dos compostos pela cromatografia em
camada delgada.

Este processo serviu para dar as primeiras provas da existen-
cia de tiroxina nestes animais, mas apresentou inconvenientes.

Quando se aplicou o0 método para as tiredides de mamiferos, o
problema néo apareceu, pois, ap0s a eluicdo da coluna fez-se nova-
mente a concentracdo a véacuo e reaplicou-se o composto.

No caso de Dendrodoa, porém, o problema ficou mais com-
plexo, pois, ap6s a passagem do extrato pela coluna de sephadex os
iodoamino &cidos agora ficavam muito diluidos em volumes relati-
vamente grandes de solventes — 100 ml e portanto com baixissima
atividade especifica.

E ainda mais, a reconcentracdo embora seja controlada sem-
pre implica em uma deiodizacdo dos compostos, reduzindo assim,
mais ainda a atividade especifica, para posterior identificacdo e con-
firmacdo dos compostos pesquisados.

Portanto, procurou-se aprimorar todos os passos de método e
trabalhar com os extratos possuindo alta atividade especifica e néo
diluindo mais, isto é, abandonou-se a coluna de sephadex e passou-se
a identificacdo por cromatografia em camada delgada.

G EXTRACAO E IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS
IODADOS (MIT — DIT — T3— T4) POR CROMATOGRAFIA
EM CAMADA DELGADA: Apo6s as experiéncias com a coluna
de sephadex-Gel-25 “Fine” de que resultaram as primeiras provas
da possivel existéncia de tiroxina em Dendrodoa, seguiu-se uma série
nova de experimentos em que foi possivel seguir todos os passos da
metodologia, procurando assim obter o maior rendimento possivel



além das provas e contra-provas da existencia de tiroxina nestes ani-
mais.

Assim, as séries de cinco experiéncias que agora se seguem fo-
ram baseadas em métodos descritos pelos especialistas do ramo, che-
gando-se aos resultados finais.

| — ADMINISTRACAO OU INCUBACAO COM AS DRO-
GAS E MATERIAL RADIOATIVO:

1. RATOS: Trés ratos receberam na cavidade peritoneal, 200
jiiCi de iodo-125 cada um.

Apobs 24 horas os animais foram mortos por asfixia em cam-
panula com éter, removida a glandula tiredide de cada um e a seguir,
fizeram-se as operagdes:

a. HOMOGENEIZACAO: As glandulas sdo homogeneiza-
das num homogeneizador Tri-R, primeiro usando &gua gelada (0,25
ml/glandula) em seguida adicionando-se tampdo tris-salina contendo
anti-oxidante (metilmercaptoimidazol), chegando-se no final a se-
guinte concentracdo dos componentes: 0,11M NaCl; 0,04M tris*;
0,001M metilmercaptoimidazol e nesta concentragdo fez-se um ho-
mogeneizado de glandula a 6% P/V baseado no método descrito por
Rosemberg e La Roche (1964).

b. HIDROLISE ENZIMATICA: Ap6s a homogeneizagio o
pH do homogeneizado foi ajustado a 8,0 adicionando algumas gotas
de tolueno para evitar a putrefacdo do material organico.

Passou-se a hidrolise enzimatica com Pronase — enzima pro-
teolitico de origem bacteriana (Streptomyces griseus protease) —
cuja concentracdo final sera a 0,5% baseado no método de Tong,
Raghupathy e Chaikoff (1963).

Os homogeneizados foram colocados em tubos de Thumberg
feito o vacuo em cada um e colocados num banho maria a 37°C
com agitacdo constante, tendo a concentracdo do anti-oxidante (me-
tilmercaptoimidazol) sido elevada a 0,02M de acordo com os traba-
lhos de Inoue (1966-1967) e a hidrolise foi feita em camara escura
durante 6 horas (Rosemberg, 1966).

Apoés a realizagdo do vacuo em cada tubo introduziu-se nitro-
génio e em seguida fez-se a hidrolise enzimatica em camara escura a

¢Tris = trls (hydroximetil) amino metano. 7 c. & Ab.



37°C, com agitacdo constante (banho maria com agitador e tempe-
ratura controlada).

C. EXTRACAO DOS COMPOSTOS MARCADOS (MIT—
DIT—T3—T4): Seguindo-se a hidrolise o homogeneizado foi aci-
dificado (pH ~ 2 ) com gotas de NHC1 e, em seguida, extraido trés
vezes com metade do volume total do homogeneizado com buta-
nol (Zappi, 1967).

Remocdo de MIT e DIT do extrato butandlico: O extrato

butandlico foi em seguida alcalinizado com gotas de 0,05 N-NaOH
a pH ~ 7,5 e em seguida lavado duas vezes com agua.

Desta maneira cerca de 80 a 90% das iodotirosinas passam a
fase aquosa (1) ficando no extrato butanolico somente as iodotiro-
ninas e pequena parte das iodotirosinas (10 a 20% do total).

O extrato butandlico é agora novamente alcalinizado com so-
lucdo aquosa de NaOH — 0,05N a pH ~ 7,5 separando-se duas
camadas: a butandlica e a aquosa.

A camada butandlica (1) é separada pois contém as iodoti-
roninas e a camada aquosa (2) é novamente acidificada com gotas
de N-HC1 a pH ~ 2 e submetida a nova extracdo butandlica.

Juntaram-se os dois extratos butanolicos que contém todas as
iodotironinas e os dois extratos aquosos providos de todas as iodo-
tirosinas, ficamos entdo com dois extratos, um butandlico contendo
T3 + T4e outro aquoso contendo MIT e DIT. Este processo repre-
senta a atualizacdo dos métodos de extragdo butandlica primeiramen-
te descritos por: Blau (1933-1935) e por Leland e Foster (1932),
sendo mais tarde revisto por Man (1952) e atualizado por Zappi
(1967).

d. CONCENTRACAO DOS EXTRATOS: O extrato buta-
nolico (T3 + T4) e o extrato aquoso (MIT-DIT) foram a seguir
reduzidos ao menor volume possivel no evaporador rotativo a vacuo
(Rotavapor — R) da firma suica Blchl que é o aperfeicoamento do
sistema descrito por Craig et al. (1950) e Murray (1955).

e. ELUICAO DOS CONCENTRADOS: Seguindo-se a con-
centracdo, os extratos foram eluidos em 0,2 ml da solucdo de etanol
(95%) e NH4H concentrado (1:1 V/V) contendo metilmercap-
toimidazol (0,01M) de acordo com Osborn e Simpson (1969) es-



tando assim prontas para a andlise por cromatografia em camada del-
gada.

f. ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA: Preparo das placas: Usaram-se como adsorventes
para placas de cromatografia em camada delgada, celulose em p6 e
silica gel-G.

Placas de Cromatografia em camada delgada tendo como adsor-
ventes celulose em pdé: Antes do preparo, as cromatoplacas de vi-
dro foram lavadas com detergentes e secas ao ar durante 24 horas.

30 gramas de celulose em p6 (Whatman C-41) foram dissol-
vidas em 75 ml de &gua destilada e depois homogeneizadas em um
homogeneizador elétrico por cinco minutos.

A suspensdo é transferida ao aplicador da Shandon Scientific
Co. e as placas foram preparadas todas com espessura de 250 ix e
em seguida secas em estufa a 37°C ndo necessitando de nenhuma ati-
vagdo posterior, estando assim prontas para uso.

Todo o preparo das placas de celulose bem como os solven-
tes usados sdo uma coletanea dos métodos descritos por: Sofianides
et al. (1966); Hollingsworth et al. (1963); Faircloth et al. (1965);
Patterson e Clements (1964) e Favino et al. (1967).

Placas de cromatografia em camada delgada tendo como adsor-
ventes silica gel-G: As placas de vidro foram lavadas em detergen-
te, 24 horas antes do preparo, e secas a temperatura ambiente.

30 gramas de silica gel-G Merck foram misturadas com 60 mi
de agua destilada e em seguida homogeneizada em um homogeneiza-
dor elétrico por cerca de 3 a 5 minutos.

A suspensdo foi transferida ao aplicador da Shandon Scientific
Co. para cromatografia em camada delgada e as placas foram todas
também preparadas com espessura de 250 p e em seguida colocadas
em estufa apropriada ndo necessitando de nenhuma ativagdo poste-
rior, estando assim prontas para uso.

O preparo das placas de silica gel-G, bem cumo os solventes
usados representam uma coletdnea dos métodos descritos por Shapiro
e Gordon (1966); West et al. (1965); Heider e Bronk (1965);
Lemmon et al. (1964); Frey (1964).

Preparo das solugdes padrfes dos compostos em estudo (MIT,
DIT, Ts, Ti): Prepararam-se solucbGes padrées de MIT, DIT, T3 e



Ti contendo cada urna 100 jxg/10 jil usando sempre, em cada cro-
matograma, 25 ixg dos padrdes ao lado das amostras cuja finalidade
foi compensar as variacbes que aparecem no valor do Rf*, no desen-
volvimento de cada cromatograma.

Preparo das placas: Cada placa de cromatografia em cama-
da delgada recebeu 20 jd do extrato butandlico das tiredides mais
20 X de extrato aquoso das glandulas e 25 jxg de cada padrdo ao
lado dos extratos.

Todas as amostras foram secas sob fluxo de nitrogénio para
evitar a oxidacdo e conseqiiente deiodizacdo dos compostos na placa:
(Heider e Bronk, 1965).

Assim foi preparada uma série de placas e desenvolvidas nos
solventes selecionados na Tabela I, baseando-se na literatura espe-
cializada, j& citada anteriormente.

g. IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS: Apéds o desen-
volvimento das placas nos solventes relacionados na Tabela I, foram
elas secas a temperatura ambiente em cadmara escura e submetidas a
urna série de tratamento para a identificagdo de cada composto em
questdo:

1. Varredura das placas: Apds a secagem, as placas foram
varridas (“Scanning”) num sistema semelhante ao descrito por Os-
bom e Simpson (1968) e que consta de um detetor de cintilagdo com
janela adaptada para 1A ligado a um espectometro y acoplado a um
registrador grafico (“Flat-bed chart recorder SREC-2").

2. Revelacdo das manchas: Apo0s a varredura, as placas fo-
ram vaporizadas com diferentes misturas: Ninhidrina a 0,2% para
amino grupos; Cloreto de paladio a 0,1% para iodo e a reacdo de
F. F. C. A. (Cloreto férrico-ferricianeto de potassio e acido arse-
nioso) e ainda a mistura de sulfato cérico-arsenito de sodio mais azul
de metileno, duas reacGes especificas para iodoaminoacidos; todas
estas reagfes foram baseadas nos processos descritos por Shapiro e
Gordon (1966); Osborn e Simpson (1969); Patterson e Clement
(1964); West et al. (1965); Mandl e Block (1959); Postmes (1963);
Postmes (1964); Gmelin e Virtanen (1959); Zappi (1967); e Zappi
e Bublitz (1968).

* Rf = Rate flow = velocidade de corrida.



3. Recuperagdo dos compostos das placas: Foram feitas tri-
plicatas de cada placa para cada solvente relacionado na Tabela I.

TABELA |

Solventes usados nas analises de hidrolisados de tiredide de ratos e de
Dendrodoa grossularia (Van Beneden)

Solventes alcalinos tendo como absorventes:
Silica Gel G

I Alcool amilico terciario: acetona: 2N-NH40H (25:8:7)
Il Acetato de etila:metanol: 2N-NH40H (100:40:60) usar a fase
superior
11 uButanol saturado com 2N-NH40H

Solventes acidos tendo como absorventes:

Celulose em poé

IV Acido formico: agua (1:5) com 0,3 g/l de tiosulfato de sodio.
V Acetona: 0,5 N 4cido acético (2:8)
VI Butanol terciario: 2N-NH40H: cloroférmio (376:70:60)

Fig. 1 — Representa os solventes usados para cromatografia em ca-
mada delgada nas analises dos hidrolisados de Rato e de Dendrodoa
grossularia (Van Beneden).

Assim, pos a identificacdo quimica dos compostos de uma pla-
ca de cada solvente, rasparam-se as manchas correspondentes aos
compostos MIT, DIT, Ts, T4 e dissolveu-se em 2 ml de &gua num
tubo plastico para medidas radioativas. A radioatividade de cada
um foi determinada em um analisador autogama acoplado a um con-
tador de cintilagdo de trés canais, da Packard n.° 3375 (“Trichannel
scintillation counter”).

Pode-se, deste modo, calcular a radioatividade de cada compos-
to e a percentagem de cada um na mistura, fator de controle de uma
boa hidrolise enzimatica.



A segunda placa de cada solvente ndo foi revelada quimica-
mente e raspou-se continuamente de cm em cm toda a placa sendo
cada amostra dissolvida também em 2 ml de &4gua em um tubo plas-
tico e determinou-se a radioatividade de cm a cm da placa.

A finalidade desta segunda placa é verificar se ha uma deiodi-
zagdo dos compostos durante a cromatografia e conseqlente espa-
lhamento (cauda) do iodo ao longo de toda a placa.

4. Auioradiografia: A terceira placa também ndo foi reve-
lada sendo colocada ap6s o desenvolvimento e secagem, em contato
com um filme de raio X Kodak “blue band X-Ray” durante sete dias
em camara escura para obtencdo da autoradiografia dos compostos.

Apbs sete dias de contato, o filme de raio X foi revelado e as
manchas agora foram comparadas com a varredura das placas para a
comprovacdo da coincidéncia dos picos obtidos.

2. DENDRODOA GROSSULARIA (VAN BENEDEN):

INCUBACAO DOS ANIMAIS: foi realizada uma série de
cinco experiéncias durante as quatro estagdes do ano: realizaram-se
duas no verdo, uma na primavera, uma no outono e uma no inverno;
isto porém foi feito devido ao espaco de tempo, pois as experiéncias
todas foram efetuadas em sala de temperatura constante, sem a in-
terferéncia de variacBes sazonais e dentro das condi¢bes Otimas ja
pré-determinadas para estes animais (Roche et al., 1964).

Em cada experiéncia, apés os resultados e padronizagdo com
0s ratos, observaram-se 0s seguintes passos:

Incubacdo:. Cada experiéncia, comportou 0s animais separa-
dos em trés grupos e colocados cada um em um béquer de cinco
litros contendo dois litros de agua do mar e colocados em camara
de temperatura constante a 10°C.

Apbs 48 horas em camara de temperatura constante, estando
0s animais adaptados as condi¢des do laboratério ,fez-se o seguinte
tratamento:

No primeiro béquer, colocaram-se 200 pCi de iodo 125 por
cada litro de agua do mar, sendo esta solu¢do renovada diariamen-
te, isto &, filtrada para remover os detritos e borbulhada de oxigénio
puro para ficar sempre em condi¢bes experimentais, verificando-se
sempre diariamente as condi¢Ges dos animais, removendo 0s mortos



ou em mau estado e sendo este primeiro grupo de animais 0s con-
siderados como testemunhas ou normais.

No segundo béquer, colocaram-se também 200 pCi de iodo-125
por litro de 4gua do mar e mais 1 mg de L-tiroxina por litro, sendo
também esta solucdo renovada diariamente, filtrada, removidos o0s
animais mortos ou em ma condicdo, borbulhada com oxigénio duran-
te 15 minutos, ficando assim novamente 6tima para as condi¢des ex-
perimentais.

Este segundo béquer corresponde aos animais tratados com tiro-
xina, ou seja, com hormonio exdgeno.

No terceiro béquer, também com 200 fiCi de lodo-125 por
litro de a4gua do mar, mais 300 mg de tiouracil por litro de agua do
mar, sendo também renovada diariamente, filtrada, removidos os ani-
mais mortos ou em ma condicdo, borbulhado oxigénio durante 15
minutos e assim a agua estd novamente pronta para as condigdes ex-
perimentais.

Este terceiro béquer representa 0s animais tratados com tiou-
racil, sendo portanto o grupo dos animais bloqueados com substancia
anti-tiredidea.

Os trés grupos de animais foram mantidos nestas condicfes ex-
perimentais durante vinte a trinta dias, sendo verificadas diariamente
suas condicOes durante todo o periodo de incubacdo.

HOMOGENEIZACAO DOS TECIDOS: ap6s o periodo de
incubacdo os trés béqueres contendo os animais normais, tratados
com tiroxina e tratados com tiouracil foram, cada um lavado separa-
damente com &gua do mar isenta de material radioativo com a finali-
dade de remover todo o iodo adsorvido e ndo incorporado.

De cada grupo de animais separou-se a tUnica do corpo de
cada animal individualmente e fez-se um “pool” de todos os corpos
e de todas as tOnicas até se obter um grama de tecido de cada um
(corpo e tdnica).

Cada grama de tecido foi homogeneizada em um Tri-R-homo-
genizer usando primeiro 2 ml de agua gelada e em seguida adicio-
nou-se tris-salina contendo antioxidante (metilmercaptoimidazol) sen-
do a concentracdo final dos componentes a seguinte: 0,11M NacCl;
0,04M Tris; 0,002M metilmercaptoimidazol e nesta concentragdo fi-
zemos um homogeneizado de tecido (tlnica e corpol a 6% P/V com



pH ajustado a 8,0 baseando no método descrito por Rosemberg e
La Roche (1964).

HIDROLISE ENZIMATICA: ao homogeneizado adiciona-
ram-se algumas gotas de tolueno para evitar a putrefagdo e foi o
mesmo submetido & hidr6lise enziméatica com Pronase, enzima pro-
teolitico de origem bacteriana (Streptomyces griseiis protease) cuja
concentracao final no homogeneizado foi de 0,5% segundo o método
de Tong, Raghupathy e Chaikoff (1963).

Os homogeneizados foram colocados em tubos de Thumberg,
feito o vacuo em cada um e, em seguida, introduzido em cada, urna
atmosfera de nitrogénio e depois realizada a hidrélise enzimatica em
camara escura, em banho maria a 37°C com agitacdo constante du-
rante 6 horas (Rosemberg, 1966).

EXTRACAO DOS COMPOSTOS MARCADOS (MIT, DIT,
T3 Tt): seguindo-se a hidrolise enzimatica cada homogeneizado foi
acidificado (pH ~ 2) com gotas de NHC1 e em seguida extraido
trés vezes com metade do volume total do homogeneizado com nbu-
tanol (Zappi, 1967).

Remogdo de MIT e DIT do extrato butandlico: o extrato bu-
tandlico foi em seguida alcalinizado com gotas de 0,05N NaOH a
pH ~ 7,5 e em seguida lavado duas vezes com éagua.

Desta maneira, cerca de 80 a 90% das iodotirosinas passam
para a fase aqliosa (1) ficando no extrato butandlico somente as
iodotironinas e pequena parte das iodotirosinas (10 a 20% do total).

O extrato butandlico é novamente alcalinizado com solugédo
aqliosa de NaOH a 0,05N a pH ~ 7,5 separando-se duas camadas:
a butanodlica e a aqliosa.

A camada butandlica (1) é separada, pois contém somente as
iodotironinas (T3 + T4) e a camada aqliosa (2) é novamente aci-
dificada com gotas de HC1 e concentrado a pH < 2 e submetida a
nova extragcdo butanolica.

Juntaram-se os dois extratos butanolicos que contém todas as
iodotironinas e os dois extratos aqgiiosos que contém todas as iodoti-
rosinas, ficando-se somente com dois extratos de cada homogeneiza-
do — o butandlico contendo T3+ T4e o aquioso provido de MIT +
+ DIT. Este processo é a atualizagdo da extragdo butandlica des-
crita por Zappi (1967).



Concentracdo dos extratos: 0 extrato butandlico e o extrato
aquoso de cada homogeneizado foram reduzidos ao menor volume
possivel no evaporador rotativo (“Rotavapor-R”) da firma suica
Bichl.

Eluicdo dos concentrados: seguindo-se a concentragdo, 0s ex-
tratos butandlicos foram eluidos em 0,2 ml de solucdo de etanol
(95%) e NH40H concentrado (1:1 V/V) contendo antioxidante
(metilmercaptoimidazol — 0,01M) de acordo com Osborn e Simpson
(1969) estando assim prontas para a analise por cromatografia em
camada delgada.

ANALISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DEL-
GADA:

Preparo das placas: Usaram-se como adsorventes para croma-
tografia em camada delgada dos homogeneizados de Dendrodoa, ce-
lulose em po e silica gel-G.

a. Placas de celulose: antes do preparo, as cromatoplacas
de vidro foram lavadas com detergente e secas ao ar durante 24 horas.

30 gramas de celulose em p6 (Whatman C-41) foram dissol-
vidas em 75 ml de &gua destilada e depois homogeneizadas em um
homogeneizador elétrico por cinco minutos.

A suspensdo foi transferida ao aplicador para cromatografia
em camada delgada da Shandon Scientific Co. e as placas todas pre-
paradas com espessura de 250 p e, em seguida, secas em estufa a
37°C e ndo necessitando de nenhuma ativacdo posterior, estando en-
tdo prontas para o uso.

Para a analise dos homogeneizados de Dendrodoa, apés as ex-
periéncias de padronizagdo com os ratos, selecionou-se o solvente n.°
IV da Tabela | — acido férmico + 4&gua (1:5).

b. Placas de Silica Gel-G: As cromatoplacas de vidro foram
lavadas em detergente 24 horas antes do preparo e secas a tempera-
tura ambiente.

30 gramas de silica gel-G Merck foram misturadas com 60 ml
de agua destilada e em seguida homogeneizadas em um homogenei-
zador elétrico por cerca de 3 a 5 minutos.

A suspensdo foi transferida ao aplicador para cromatografia
em camada delgada da Shandon Scientific Co. e as placas foram



todas preparadas com espessura de 250 [leem seguida colocadas em
estufa apropriadas (37°C) ndo necessitando nenhuma ativacdo pos-
terior, ficando assim prontas para 0 uso.

PREPARO DAS SOLUCOES PADROES DOS COMPOSTOS
EM ESTUDO: Preparam-se soluces padrdes de MIT, DIT, T3 T,
contendo cada 100pg/IOtrl em etanol (95%) e NH40H concentra-
do (1:1 V/V) com metilmercaptoimidazol (0,02M) como antioxi-
dante.

Usaram-se em cada cromatograma 25 jxg de cada padrdo ao
lado as amostras com a finalidade de identificacdo exata e compen-
sar assim, as possiveis variagdes no Rf, de desenvolvimento a desen-
volvimento dos cromatogramas.

PREPARO DAS PLACAS DOS HOMOGENEIZADOS: co-
locaram-se em cada placa de cromatografia em camada delgada 20 pl
do concentrado butandlico mais 20til do concentrado aqiioso de cada
homogeneizado e 25 pg de cada padrdo ao lado dos concentrados.

Todas as amostras foram secas sob fluxo de nitrogénio para
evitar a oxidacdo e consequente deiodizacdo dos compostos na pla-
ca (Heider e Bronk, 1865).

Preparou-se assim uma série de placas sendo as de silica Gel-G
desenvolvidas nos solventes n.° | e Il da Tabela | e as de celulose no
solvente n.° 1V da Tabela I.

IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS:

Apbs o desenvolvimento das placas nos solventes relacionados,
foram secas a temperatura ambiente em camara escura e submetidas
a uma série de tratamentos para a identificacdo:

Revelagdo das manchas: As placas contendo o concentrado
do extrato butanolico do corpo dos Dendrodoas normais foram va-
porizadas com solucdo de ninhidrina a 0,25% servindo assim para
identificacdo da presenca de T3 e T4 no corpo destes animais.

Recuperacdo dos compostos das placas e determinacdo da ra-
dioatividade de cada composto em questdo: As placas de celulose
apd6s o desenvolvimento foram visualizadas sob luz ultra-violeta de
pequeno comprimento de onda 253-7 mp (“Chromatolite U. V. Ha-



novia Equipment”) e em cada composto em questdo fez-se um circulo
com lapis, delimitando assim, a area de cada um.

Cada composto delimitado foi agora raspado da placa e colo-
cado em tubo plastico contendo 2 ml de &gua destilada, para medi-
das em detetor de cintilagdo do tipo poco.

Fez-se isto para todos os homogeneizados (tinica e corpo) dos
animais normais, tratados com tiroxina e tratados com tiouracil.

Determinou-se a radioatividade de cada amostra em um ana-
lisador autogama acoplado a um contador de cintilacdo de trés canais
da Packard (“Autogamma Analyser Attached to a Packard n.° 3375
Trichannel Scintillation Counter™).

Foi possivel assim, calcular a radioatividade de cada composto
e o efeito das drogas, tiroxina e tiouracil, na produgdo de tiroxina
marcada em Dendrodoa.



3.
RESULTADOS E CONCLUSOES

Os principais resultados acham-se indicados nas tabelas cor-
respondentes a cada série de tratamento a que os animais foram sub-
metidos.

Os gréficos e tabelas de cada tratamento e as respectivas con-
clusbes obtidas em cada conjunto de tratamento sdo dados a seguir.
Apobs a discussdo, havera um resumo das conclusdes finais.

- 1] 1
i*.

a. Resultado da Captacdo do lodo-125

Fig. 2

Cada curva representa o valor médio dos resultados obtido6
com 20 animais.

Nj, N2 N3 — Animais normais

Tj, T2 T3— Animais tratados com L-tiroxina

Bi, B-, B3— Animais tratados com tiouracil

BTl BT2 BT3— Animais tratados com L-tiroxina + tiouracil



Fig. 3 — Medidas da captacdo do lodo-125 — Representa 0 grupo
de animais que receberam tratamento simultdneo: drogas (L-tiroxi-
na + tiouracil) +radioios6topos.

Cada curva representa o valor médio dos resultados das expe-
riéncias com 20 animais.
Nj, N2 N3 — Animais normais
Tj, T2 T3— Animais tratados com L-tiroxina
B,, B2 B3 — Animais tratados com tiouracil

BTi, BT2 BT3 — Animais tratados com L-tiroxina + tiouracil.



Fig. 4 — Medidas da Eliminacdo do lodo-125 — Representa as medi-
das com o mesmo grupo usado na captagdo, no qual o radioisGtopo
foi adicionado apds as drogas.



NIf N2 N3 — Animals normais
Ti, T2 T3 — Animais tratados com tiroxina
Bj, B2 B3 — Animais tratados com tiouracil

BTa BT2 BT3— Animais tratados com tiroxina + tiouracil

NOTA: As determinagbes foram feitas até o ponto em que os ani-
mais foram considerados em perfeitas condicdes e inter-
rompidas quando se julgou que ja ndo estavam em condi-
cOes satisfatdrias, isto é, apresentavam mudancas na cor da
tinica externa e diminuicdo na turgescéncia do corpo ao
toque com pinga cirdrgica.

As linhas inferiores do grafico representam Bx B2 B3 e BT,
BT2 BT3

Fig. 5 — Medidas da Eliminacdo do lodo-125—Representa também
as medidas do mesmogrupo usado na captacdo quando osanimais
receberam tratamento simultaneo: drogas+ radiois6topos.

Ni, No, N3— Animais normais

Tj, T2 T3 — Animais tratados com tiroxina

Bi, B2 B3 — Animaistratados com tiouracil

BTi, BT2 BT3— Animais tratados com tiroxina + tiouracil



I. CONCLUSOES: Tiradas nas medidas de captacdo e eli-
minacdo do lodo-125 em Dcndrodoa grossularia (Van Be-
neden)

Baseando-se nas medidas de captacdo e eliminacdo do lodo-125

em Dendrodoa, poder-se-do tirar as seguintes concluses:

1

Tanto os animais normais (Nt, N2 Ns) como os tratados com ti-
roxina (Ti, Ts, T3), captam ativamente o lodo-125.

A captagdo alcanca o seu pico maximo ap6s 120 horas (5 dias),
0 que concorda com os trabalhos de outros autores que usaram
outra espécie de tunicado: Roche, Salvatore e Rametta (1962).

Uma lenta velocidade ou taxa da captacdo do lodo-125 e tam-
bém uma lenta velocidade ou taxa de eliminacdo do lodo-125
leva a supor que o animal usa este iodo para organificngéo.

Nao ha diferenca significativa na captacdo do lodo-125 pelos
animais que receberam tratamento prévio e os que receberam si-
multaneamente as drogas (L-tiroxina e tiouracil), isto é, tanto
faz adicionar antes as drogas e dias depois fazer a captacdo, como
adicionar as drogas e fazer a captacdo imediatamente em seguida.
O efeito parece ser o mesmo nestas condicBes experimentais.

O tiouracil, sem davida, bloqueia a captacdo do lodo-125 ten-
do, porém, pouco efeito na eliminagéo.

Ndo ha também diferenca significante nestas condi¢Bes experi-
mentais, na entrada de lodo-125 e perda de lodo-125, nos ani-
mais normais e nos tratados com tiroxina: o efeito é o mesmo
(Fig. 2 e 3).

A adi¢do de tiroxina juntamente com tiouracil ndo compensou
significativamente o efeito depressor do tiouracil.

Os resultados da captagdo e eliminacdo de lodo-125 aqui apre-
sentados sdo originais para Dendrodoa, contando-se até hoje na
literatura especializada, somente os trabalhos de Roche, Rametta
e Salvatore (1961) e Roche, Salvatore e Rametta (1962).
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2.

Homogeneizado dos animais tratados com tiroxina: Re-
gistro baseado no método descrito por Orbom e Simpson

(1968).

Fig. 8 — Registro grafico do eluato da coluna de Sephadex-Gel-25-
-“Fine” que passou através de detetor de cintilacdo tipo pogo aco-

plado a um registrador grafico.

Homogeneizado dos animais tratados com tiouracil: Re-
gistro baseado no método de Osborn e Simpson (1968).

CONCLUSOES:  Fundamentadas na analise do hidrolisa-
do do homogeneizado de Dendrodoa usando a coluna de

Sephadex-Gel-25-“Fine”.

Baseando-se no grafico da Fig. 6, pode-se afirmar que exis-
tem substancias precursoras hormonais (MIT e DIT) iden-
tificadas pelo primeiro solvente e ainda a presenca de pos-
sivel tiroxina que é vista apds a passagem do segundo sol-
vente na coluna, baseando-se este processo no descrito por

Osborn e Simpson (1968).



Nos animais tratados com tiroxina exogena (Fig. 7) nota-
-se haver uma reducdo na sintese dos precursores hormo-
nais, MIT e DIT) e também no pico correspondente a ti-
roxina, levando a supor a existéncia de um mecanismo de
“feed-back” para tiroxina nestes animais.

Nos animais tratados com tiouracil hd& um completo blo-
queio tanto na sintese dos precursores hormonais como no
pico correspondente a tiroxina, podendo-se afirmar que a
droga bloqueou a sintese de tiroxina (Fig. 8).



RESULTADO DA ANALISE POR CROMATOGRAFIA
EM CAMADA DELGADA
1. Resultados do hidrolisado da tireéide de Ratos:

pig 9 — Representa o registro grafico da varredura feita no cro-

matograma_do hidrolisado de tiredide de rato usando o solvente n.° |

da Fig. 1 (Tabela I) e ainda a auto radiografia do mesmo cromato-

grama mostrando a concordancia entre o resultado dos dois meéto-
dos (pico e mancha).



Fig. 10 — Representa o grafico as medidas radioativas feitas na

mesma placa da Fig. 9, usando portanto o solvente n.° | da Fig. 1

(Tabela 1) e raspando a placa de cm em c¢cm e medindo a radioativi-
dade de cada cm em detetor de cintilacdo do tipo poco.



Fig. 11 — Gréafico da varredura feita no cromatograma do hidroli-

sado de tire6ide de rato, usando o solvente n.° Il da Fig. 1 (Tabela I)

e a auto-radiografia do mesmo cromatograma mostrando a concor-
dancia entre os resultados dos dois métodos (pico e mancha).



CPM

Fig. 12 — Grafico das medidas radioativas feitas na mesma placa

da Fig. Il, usando o solvente n.° Il da Fig. 1 (Tabela I) e raspando

a placa de cm em cm e medindo a radioatividade de cada cm, em
detetor de cintilagdo do tipo pogo.



Fig. 13 — Grafico da varredura, feita no cromatograma do hidroli-
sado de tiredide de rato, usando o solvente Ill da Fig. 1 (Tabela I)
e a duto-radiografia do mesmo cromatograma mostrando a con-
cordancia entre os resultados dos dois métodste, ivi?p * r » >



Fig. 14 — Grafico das medidas radioativas feitas na mesma placa

da Fig. 13, usando o solvente IlIl da Fig. 1 (Tabela I) raspando a

placa de cm em cm e medindo a radioatividade de cada cm em
detetor de cintilagcao tipo pogo.



Fig. 15 — Grafico da varredura feita no cromatograma do hidroli-
sado de tiredide de rato usando o solvente n.° IV da Fig. 1 (Tabela
1) e a auto-radiografia do mesmo cromatograma mostrando a con-
cordancia entre os resultados dos dois métodos (pico e mancha).



Fig. 16 — Grafico das medidas radioativas feitas na mesma placa

da Fig. 15, usando o solvente n.° IV da Fig. 1 (Tabela I) raspando

a placa de cm em cm e medindo a radioatividade de cada cm em
detetor de cintilacdo do tipo poco.



Fig. 17 — Grafico da varredura feita no cromatograma do hidroli-
sado de tiredide de rato, usando o solvente n.° V da Fig. 1 (Tabela
1) e a auto-radiografia do mesmo cromatograma mostrando a con-
cordancia entre os resultados dos dois métodos (pico e mancha).



pig. is — Grafico das medidas radioativas feitas na mesma placa

da Fig. 15, usando o solvente n.° V da Fig. 1 (Tabela I), raspando a

placa de cm em cm e medindo a radioatividade de cada cm em
detetor de cintilacdo do tipo pogo.



Fig. 19 — Grafico da varredura feita no cromatograma do hidroli-
sado de tiredide de rato, usando o solvente n.° VI da Fig. 1 (Tabela
1) e a auto-radiografia do mesmo cromatograma mostrando a con-
cordancia entre os resultados dos dois métodos (pico e mancha).



Fig. 20 — Grafico das medidas radioativas feitas na mesma placa

de cromatografia da Fig. 19 usando o solvente n.° VI da Fig. 1 (Ta-

bela 1), raspando a placa de cm em cm e medindo a radioatividade
de cada cm em detetor de cintilacdo do tipo pogo.
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S8o medidas radioativas de cada composto removido da placa
correspondente, podendo agora, determinar a radioatividade de cada
um e a sua porcentagem no total e com estes dados compararmos
com a literatura especializada para termos assim, uma idéia sobre o
rendimento do método de hidrélise aqui empregado.

I1l. CONCLUSOES: Fundamentadas na anélise por croma-
tografia em camada delgada do hidrolisado de tiredide de
rato.

1. Todos os solventes usados na analise por cromatografia em
camada delgada relacionados na Fig. 1 (Tabela 1) foram
bons para a separacdo dos compostos em estudo.

2. Houve uma perfeita concordancia entre os picos obtidos
pela varredura com as manchas obtidas pela autoradio-
grafia de cada composto da mesma placa usando todos os
solventes relacionados na Fig. 1 (Tabela I).

3. Houve também uma semelhanca de imagem entre as me-
didas de cm em cm de cada placa e a varredura corres-
pondente provando ndo haver, ou, se houver, ha muito
pouco iodo livre, dando uma cauda ao longo do cromato-
grama e aumentando assim, sua radiacdo de fundo.

4. NA&o se obtiveram menores valores para MIT e DIT usan-
do os solventes alcalinos da Fig. 1 (Tabela I), solventes I,
Il, 111 e VI em comparagcdo com os solventes &cidos da
mesma Tabela n.° IV e V mostrados nas figuras 21 e 22,
embora na literatura especializada se mencione que os va-
lores de MIT e DIT em solventes alcalinos sdo mais reais,
pois ndo ha a contaminacdo de pequenos polipeptideos nao
hidrolisados que migram em solventes acidos (Pitt-Rivers e
Schwartz, 1969).

5. O teor de tiroxina foi mais alto usando os solventes IV
eV (14,23% e 15.08%) em celulose em po6 e ainda sdo
valores que estdo em concordancia com a literatura espe-
cializada (Sofianides et ai, 1966 e Faircloth et al, 1965)
e que prova se ter aqui obtido uma hidrélise enzimatica
efetiva com 6tima recuperagdo do teor de tiroxina.

6. O solvente n.° VI embora tenha dado um teor razoavel
de tiroxina (10,90%) é o que apresenta 0 maior teor de
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Fig. 23 — Cromatograma do hidrolisado do corpo de animais nor-

mais, usando-se o solvente n.° I da Fig. 1 (Tabela I) e revelado
com ninhidrina a 0,25% segundo Sofianides et al. (1966).
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Fig. 24 — Cromatograma do hidrolisado do corpo dos animais nor-
mais, usando-se o solvente n.° Il da Fig. 1 (Tabela I) e revelado
com ninhidrina a 0,25% segundo Sofianides et al. (1966).



iodo livre (11,16%) sendo também o que possui mais len-
to desenvolvimento da cdmara cromatografica (= 3 ho-
ras) e portanto, quanto mais lento o desenvolvimento maior
a deiodinizagdo dos compostos, principalmente a tiroxina.

DENDRODOA GROSSULARIA (Van Beneden)

Medidas radioativas em detetor de cintilagdo tipo pogo das placas de
cromatografia em camada delgada das regides MIT + DIT do hidro-
lisado da tGnica e do corpo de animais normais, tratados com tiroxina
e tratados com tiouracil.

MIT + DIT

Animais Corpo Tdnica
C.P.M. D.P. C.P.M. D.P.

Normais 2048 + 17 6685 + 2
2060 + 26 6660 + 15
1961 + 44 6701 + 20

Tiroxina

(tratados) 3130 + 67 10325 =+ 59
3420 + 137 10282 + 29
3125 .+ 70 10116 + 88

Tiouracil

(tratados) 516 + 7 278 + 7
508 + 2 267 + 0,3
492 + 9 259 + 6

B.G. 179 + 5 157 + 8

ABREVIACOES:

MIT  :=] Monoiodotirosina — DIT —diiodotirosina
B.G. — Back ground ou radiagdodefundo ou radiacdo natural

D.P. = Desvio Padrdo
C.P.M. = Contagem por minuto
Fig. 25 — Indica os valdres em contagem por minuto dos compostos

monoiodotirosina + diiodotirosina raspados da placa de cromato-

grafia em camada delgada usando o solvente n.° IV da Fig. 1 (Ta-

bela 1) do hidrolisado da tdnica e corpo dos animais normais, tra-
tados com tiroxina e tratados com tiouracil.



7. Todos os outros solventes da Fig. 1 (Tabela 1) com ex-
cecdo do n.° Il que leva também cerca de 2 horas para
0 desenvolvimento apresentam uma oscilacdo entre 50 a
90 minutos para o completo desenvolvimento do cromato-
grama.

8. Os solventes acidos n.° IV e V foram os melhores para o
teor de tiroxina e seus precursores (Fig. 22).

2. Resultados do hidrolisado de Dendrodoa grossularia (Van
Beneden)

DENDRODOA GROSSULARIA (Van Beneden)
Medidas radioativas em detetor de cintilacdo tipo pogo das placas de
cromatografia em camadas delgada da regido correspondente a Triio-
dotironina (T3) do hidrolisado do corpo de animais normais.

Triiodotironina (T3)

Corpo
C.P.M. DP.
+
Solvente I 166 + 14
148 + 11,0 M - 164
179 10.6
+
Solvente IV 339 '+ 54,0
229 + 24,0 M = 263
222 29,0
+
Solvente V 272 + 7.7
295 + 14
172 4,0

ABREVIACOES:

B.G. = Back ground ou radiacdo natural.
D.P. = Desvio Padréo
C.P.M. = Contagem por minuto

Fig. 26 — Contém os val6res em contagem por minuto da regido
correspondente a 3, 5 3’ triiodotironina raspada das placas de cro-
matografia em camada delgada usando os solventes n.° II, IV e V
da Fig. 1 (Tabela 1) do hidrolisado do corpo dos animais normais.



DENDRODOA GROSSULARIA (Van Beneden)

Medidas radioativas em detetor de cintilagdo tipo poco das placas de
cromatografia em camada delgada, regido correspondente a tiroxina
(T4), hidrolisado de tunica e do corpo dos animais normais, tratados
com tiroxina e tratados com tiouracil.

TIROXINA
Corpo Tanica
Animais C.P.M. D.P. C.P.M. D.P.
Normais 1331 + 28 M = 1291 2071 + 105
1304 + 9 M = 2086 2114 + 20,0
1237 + 38 2073 + 91
Tiroxina
(tratados) 809 + 30 6781 + 6,0
863 + 7M = 852 M = 6772 6764 + 5,0
885 + 23 6770 + 14
Tiouracil
(tratados) 186 + 7 191 + 4,0
175 + I5SM = 196 M = 18 195 + 7,0
226 + 21 170 + 10,5
B.G. 179 = 5 157 + 8

ABREVIACOES:

C.P.M. = Contagem por minuto

D.P. = Desvio Padréo

B.G. = Back ground ou radiacdo defundo ouradiacdo natural
Fig. 27 — Mostra os val6res emcontagem por minuto da regido

correspondente a L-tiroxina raspadas das placas de cromatografia

em camada delgada usando o solvente n.° IV da Fig. 1 (Tabela I)

do hidrolisado da tinica e do corpo dos animais normais, animais
tratados com tiroxina e tratados com tiouracil.

V. CONCLUSOES: Fundamentadas na analise por croma-
tografia em camada delgada do hidrolisado da tunica e do
corpo de Dendrodoa grossularia (Van Beneden).

1. Pode-se afirmar que existe L-tiroxina no hidrolisado do
corpo de Dendrodoa como mostram as Fig. 23 e 24.

2. Pode-se afirmar ser L-tiroxina, pois o composto apresen-
tou concordancia com a substancia padrdo (L-tiroxina)
usando dois solventes diferentes (Fig. 23 e 24).



10.

11.

12.

A presenca da tiroxina foi primeiramente evidenciada em
dois solventes diferentes com a simples vaporizagdo de ni-
nhidrina, sendo portanto uma identificacdo quimica esta-
tica da existéncia do composto (Fig. 23 e 24).

Ndao se conseguiu identificar quimicamente a presenca de
3,5,3’ triiodotironina no hidrolisado do corpo dos animais
normais.

Ndo se conseguiu também, detectar a presenca de 3,5,3’
trilodotironina radioativa no hidrolisado do corpo de ani-
mais normais usando trés solventes diferentes (Fig. 26)
sendo as contagens por minuto das regiGes T3 pouco sig-
nificantes estatisticamente em relacdo ao valor da radiagéo
de fundo da propria placa (Fig. 26).

Assim, pode-se afirmar que dentro das limitagdes do mé-
todo aqui utilizado, ndo se pOde detectar a presenca de
3,5,3’ triiodotironina em Dendrodoa.

H4 producdo de MIT e DIT tanto no corpo como na td-
nica dos animais em estudo (Fig. 25).

O teor de producdo de MIT e DIT é maior na tdnica que
no corpo dos animais normais (Fig. 25).

O tratamento com tiroxina exdgena incrementa a produ-
cdo de MIT e DIT sendo porém este incremento percen-
tualmente igual para a tdnica (=, 59%) e para o0 corpo
(™~ 53%) dos animais tratados em relacdo aos normais
(Fig. 25).

Portanto, o aumento da producdo de MIT e DIT devido
ao tratamento com tiroxina exdgena (Fig. 25) é o mesmo
(cerca de 50% ) tanto no corpo como na tanica dos ani-
mais tratados em relagdo aos normais.

A administracdo de tiouracil blogueia quase completamen-
te a sintese de MIT e DIT tanto no corpo como na tdni-
ca dos animais tratados (Fig. 25).

Ha producdo de L-tiroxina marcada tanto no corpo como
na tunica dos animais normais (Fig. 27).

A produgdo de tiroxina marcada é maior na tdnica (2086

C. P. M.) que no corpo (1291 C. P. M.) dos animais
normais.



14, A administracdo de tiroxina exdgena causou efeito dife-
rente no corpo como na tdnica dos animais tratados (Fig.
27).

15. No corpo dos animais tratados com tiroxina exdgena hou-
ve uma redugdo de 34,1% na produgdo de tiroxina mar-
cada em relagdo ao corpo dos animais normais.

16. Na tdnica dos animais tratados com tiroxina exdgena hou-
ve ao contrario, um aumento marcante de 224% na pro-
ducdo de tiroxina marcada em relacdo a producdo da td-
nica dos animais normais (Fig. 27).

17. Portanto, a administragdo de tiroxina exdgena diminuiu a
producdo de tiroxina marcada no corpo dos animais e au-
mentou a producdo na t(nica dos mesmos animais.

18. A administragdo de tiouracil bloqueou completamente a
producdo de tiroxina marcada tanto no corpo como na td-
nica dos animais tratados.

4.

DISCUSSAO

A glandula tiredide foi entre todas as estruturas endocrinas a
que mais se prestou ao estudo e conseqiiente esclarecimento dos
passos que culminam na produgdo dos seus horménios.

A introducdo do iodo radioativo e de métodos bioquimicos de
andlise e extragcdo, como os varios tipos de cromatografia e a extra-
cdo butanolica hoje bem aperfeicoada, possibilitou a identificacdo
precisa dos hormonios tiredideos (3,5,3” triiodotironina e tiroxina)
bem como os precursores hormonais MIT e DIT (monoiodotirosina
e diiodotirosina).

Do ponto de vista morfoldgico, ou melhor, a unidade morfo-
-fisioldgica tiredidea é o foliculo. Assim, todos os vertebrados desde
os peixes inferiores até o homem possuem como unidade tiredidea o
foliculo tiredideo.

7

E é este foliculo que realiza toda a biossintese dos horménios
tiredideos onde se passam o0s seguintes passos: (Fig. 28).



1. Transporte de iodeto em uma proteina especifica
(tireoglobulina)
L 5. Hidrolise da tireoglobulina e li-
beracao dos hormomos.
6. Deiodizagdo das iodotirosinas
4. Acoplamentodas iodotirosinas  para recuperacdo do iodo
Portanto, a fisiologia da glandula tiredide nada mais é do que
o estudo dos processos citados, sendo este processo revisto por va-
rios autores e 0s passos todos ja bem identificados com relagdo aos
mamiferos — Pitt-Rivers (1950, 1963); Pitt-Rivers e Cavalieri
(1962); Gross e Pitt-Rivers (1954).

Mais recentemente, apareceram os trabalhos de revisdo em que
todos os passos citados foram sedimentados e atualizados. S&o os tra-
balhos de Roche e Michel (1963).

Concomitante ao estudo da fisiologia tiredidea nos mamiferos,
0s pesquisadores passaram a estudar a tiredide sob o ponto de vista
comparativo, estudando a fisiologia dos foliculos nas varias classes
dos vertebrados.

Os varios problemas que interessaram o0s pesquisadores sobre
a glandula tiredidea foram:

N ~ H . ]
2. Oxiélagao dos rodletos a ifao
3 ﬂrgarhficacéo do iodo (M

+ DIT)



1. Seria a sintese de hormdnios tiredideos restrita somente as es-
pécies que possuem uma tiredide diferenciada, isto é, com foli-
culos e portanto restrita aos vertebrados?

2. Do ponto de vista filogenético, quando aparece a primeira sin-
tese de hormonios tiredideos?

3. Seria a bioquimica de horménios tiredideos e a producdo de T3
e T4 idéntica nos vertebrados e nos animais sem foliculos tiredi-
deos?

4. Haveria uma origem filogenética no processo de concentracdo e
organificagdo do iodo que permitisse estabelecer um esquema fi-
logenético na producdo hormonal?

Assim, tentando resolver estes varios problemas, muitos estudos
foram feitos em endocrinologia comparada e resultavam em varios
trabalhos de revisdo, dos quais selecionamos Berg, Gorbman e Ko-
bayashi (1959); Barrington (1962 e 1964); Gorbman e Bern (1962).

A fisiologia da glandula apresenta aspectos comuns que vao
desde os vertebrados até os peixes inferiores ou ciclostomos.

Nos vertebrados a biossintese ou mecanismo de produgdo dos
horménios foram relativamente bem explorados bem como os seus
efeitos gerais.

Nas aves também, em geral nos animais de sangue quente —
(mamiferos e aves) — a glandula apresenta um mecanismo seme-
lhante havendo apenas variagdes nas espécies quanto a velocidade de
captacdo do iodo e organificacdo, bem como a velocidade de libera-
¢do dos hormonios na circulagdo. Estas variagdes sdo apenas em fun-
cdo das necessidades das espécies consideradas.

Um aspecto importante nas aves € a influéncia da tiroxina na
muda estacional onde o mecanismo neuro-enddcrino representa um
papel principal na mediacdo do estimulo do meio ambiente, embora
haja também interacdo e até balanceamento de efeitos entre hormé-
nios tiredideos e os estrogenos e andrégenos no processo de muda.

Nos vertebrados de sangue frio ou poiquiiotermos, todos, até
os peixes inferiores, apresentam o foliculo tiredideo e, portanto, todo
0 mecanismo bésico j& citado, havendo um efeito tiredideo bem mar-
cante nos anfibios, que é a sua metamorfose.

A acdo dos horménios tiredideos na metamorfose dos anfibios
€ um conhecimento ja relativamente antigo, sendo descrito a primei-



ra vez por Gudernatsch (1912), que alimentou as larvas de anfibios
com varios tecidos de mamiferos e notou que o tecido tiredideo cau-
sava uma parada no crescimento e uma metamorfose precoce dos an-
fibios.

Portanto, a administracdo de tiredide como alimento causou o
mesmo efeito, tanto nos anuros como nos urodelos.

Recentemente, encontra-se o trabalho de Kerkof, Tong e Chai-
koff (1963) em salamandras, relacionando o processo de muda com
0s niveis de tiroxina no sangue, usando trés espécies de Salamandra
e chegando a confirmagdo de que o processo de muda estd na depen-
déncia dos niveis de tiroxina circulante.

Com relacdo aos peixes, relativamente poucos sdo os traba-
Ihos conclusivos, havendo ainda, varios aspectos que necessitam me-
Ihores esclarecimentos. Nas investigacBes feitas com peixes teleds-
teos, Hickman Jr. (1959) concluiu que a funcdo tiredidea nestes pei-
xes visa possibilitar a melhor adaptacdo dos mesmos as variacdes
ambientais, principalmente com relagdo a pressdao osmoética e a tem-
peratura e também possibilitar a melhor adaptacdo as rapidas mu-
dancgas internas que ocorrem nestes animais.

Depois, h4 também, os trabalhos de Fontaine (1954) e Leloup
e Fontaine (1960), que procuravam relacionar a fungédo tiredidea nos
peixes teledsteos ao determinismo das migracGes.

Nos elasmobranquios, contam-se o0s estudos histoldgicos de
Gorbman (1965), relacionando as variagbes morfologicas da glandu-
la e o desenvolvimento destes animais, porém, ndo ha uma perfeita
relagdo entre eles, sendo ainda, 0 mesmo autor responsavel pela revi-
sdo comparativa sobre a bioquimica do iodo como indice da evolucao
da fungdo tiredidea.

Portanto, pode-se agora fazer uma sintese de todo o mecanismo.
Sob o ponto de vista morfo-fisiologico, a unidade basica tiredi-
dea é o foliculo e existe em todos os vertebrados, desde os mamife-

ros até os peixes.

Nos vertebrados inferiores, os efeitos dos hormdnios tiredideos
estdo relacionados mais aos processos de crescimento e diferenciacéo
do que a alteragbes na taxa metabdlica, e, recentemente, mesmo nos
vertebrados superiores, a tendéncia é considerar o efeito no cresci-
mento e diferenciagdo (sintese proteica) como a agdo fundamental

dos hormoénios tiredideos (Tata, 1967).



Estudos atuais provaram também que, mesmo nos vertebrados
inferiores, a biossintese hormonal ocorre em cadeias de polipeptideos
de uma iodoproteina caracteristica relacionada com a tireoglobulina
e seu aspecto na analise, por ultracentrifugacdo, é semelhante em todos
0s vertebrados (Salvatore et al., 1965; Roche et al., 1968).

Assim, a biossintese hormonal tiredidea é semelhante em todos
os vertebrados, bem como a presenca de iodoproteina em todos os
animais considerados desde os mamiferos até os peixes sendo que en-
tre eles merecem destaque principal os agnatas ou ciclostomata.

HORMONIOS TIREOIDEOS NOS AGNATA:

Agora, a classe mais inferior dos vertebrados, os chamados ci-
clostomatas, merece um estudo especial no que se refere a tiredide
pois deles derivam vérios dados importantes para a endocrinologia
comparada quando se fez a analogia entre ciclostomos e os protocor-
dados.

Sabe-se que a lampreia, um cicléstomo tipico, antes de atingir
a forma adulta, passa por uma forma larvaria conhecida pelo nome
de ammocoetes.

A ammocoetes como toda larva de vertebrados, possui uma no-
tocorda e ndo tem ainda, portanto, um sistema vertebral diferenciado,
isto é ossificado.

Segundo Salvatore (1969) o nome ammocoetes foi um erro de
classificacdo pois confundiu-se a larva do Petromyzon com um mem-
bro adulto do sub-filo protocordata.

O mais importante para a finalidade do presente trabalho é o
fato da ammocoetes ndo possuir durante seu estado larvario foliculos
tiredideos diferenciados.

Portanto, seria ai o ponto de inicio para a determinacdo se
ha ou ndo uma biossintese hormonal, pois na larva da lampreia exis-
te uma estrutura, saco glandular sub-faringeo, cuja origem vem do
assoalho da faringe entre a primeira e a quinta fenda branquial.

Esta estrutura recebe o nome de endéstilo ou saco-glandular
sub-faringeo para Gorbman em seu trabalho sobre fisiologia de pei-
xes (1969) ao passo que Salvatore (1969) sugere que esta estrutura
seja chamada de saco glandular sub-faringeo e reservar o termo en-
déstilo para a “prega” hipobranquial dos protocordata.



A verdade é que na larva de lampreia esta estrutura, endds-
tilo ou saco glandular sub-faringeo, persiste durante toda a fase lar-
varia e quando se da a metamorfose, parte do epitélio glandular sub-
-faringeo sofre a involugdo enquanto que o resto da estrutura se dife-
rencia em foliculos tiredideos caracteristicos (Leach, 1939-1944).

Em 1942, Gorbman, usando iodo radioativo relata o acumulo
de iodo no enddstilo ou saco glandular sub-faringeo da lampreia e
mais tarde seus resultados foram conferidos por Barrington e Franchi
(1956) e também por Clements e Merlini (1960) e Clements e Mer-
lini (1960).

Porém, acimulo de iodo ndo significa presenca de sintese hor-
monal. Com os trabalhos de Leloup e Berg (1954) apareceu a pri-
meira prova da presenca de MIT, DIT, T3 e T4 em hidrolisado do
endéstilo de lampreia.

Portanto, o trabalho de Leloup demonstrou que é na glandula
sub-faringea o local da sintese de horménios tiredideos na larva da
lampreia, havendo somente iodotironinas livres em outros tecidos do
animal.

Ficou provado que o endoéstilo da lampreia sintetiza os hor-
monios tiredideos e ainda mais, com a identificagdo de protease na
mesma estrutura por Clements e Gorbman (1955) confirma-se a pre-
senca da sintese e uma hidrolise enzimatica na propria estrutura de
acordo com as necessidades do animal.

Com todos estes dados chega-se agora aos cordados inferiores.
Como a sintese de horménios tiredideos da-se em todos os vertebra-
dos, logico seria procurar uma fungdo tiredidea nos cordados inferio-
res.

Assim, passa-se a estudar agora, o problema nos protocordados
que compreendem dois sub-filos: os cefalocordados e os urocordados.

Ora, como a tiredide dos vertebrados desenvolve-se uma parte
do assoalho faringeo, desde ha& muito tempo procurou-se uma area
anatdbmicamente homologa nos protocordados (Dohrn, 1886).

De fato, na linha mediana ventral da faringe dos protocorda-
dos existe uma prega faringea que recebe o nome de endostilo. O
problema agora reside na relacdo funcional entre este enddstilo e a
mesma estrutura dos cicldstomos.

Existem fatos a favor e contra o argumento do endoéstilo dos
protocordados ter funcdo andloga a dos cicléstomos. Tanto é que,



Hyman, ja& em 1942 chega a conclusdo, baseando-se somente em
dados morfolégicos, que sdo duas estruturas completamente diferentes.

O proéprio Gorbman (1955), resume o problema da seguinte
maneira: foi uma forma infeliz ter sido o saco glandular sub-faringeo
da larva dos cicléstomos, popularizado com o nome de endostilo,
causando confuséo entre duas estruturas do mesmo nome.

Os primeiros dados negativos referentes ao endostilo dos tuni-
cados, foram dados por Cameron (1914-1915), que, fazendo analise
quimica, encontrou grande quantidade de iodo na tGnica, mas ndao no
endostilo.

A questdo de homologia do endostilo dos tunicados foi rea-
berta em 1956 e 1957 com os trabalhos de Barrington e Franchi e
Barrington, descrevendo o acimulo de iodo pelo endostilo de Ciona
iniesiinalis L.

Portanto, o problema da sintese tiredidea nos tunicados baseia-
-se nos trabalhos liderados por dois pesquisadores: Barrington, E. J.
W. da Universidade de Nottingham — Inglaterra — e Roche, J. do
College de France — Paris. Procuraremos descrever os trabalhos de
ambos, as conclusfes e nossas idéias a respeito.

Segundo a linha de trabalho de Roche, encontra-se o seguinte
a respeito dos tunicados e, em particular, com Ciona iniesiinalis L.\

Os protocordados concentram iodo bastante ativamente como,
por exemplo, em Ciona, a razdo entre teor de iodo-131 no tecido e
no meio é bem alta (15-20) Roche el al., (1959).

A grande quantidade de iodo concentrado, cerca de 96%,
acha-se, segundo este autor, na tdnica, enquanto que o enddstilo pos-
sui somente 0,4% de iodo orgéanico, sendo ainda a distribuicdo na
tlnica a seguinte: 50% na camada externa e 8,3% na camada inter-
na (Roche ei al., 1961-1962).

Outro fato em favor da tlnica ser o drgdo responsavel pela
sintese de hormdnio tiredideo, segundo Roche, prende-se ao fato de
que 0s animais sem tdnica possuem uma velocidade lenta de capta-
¢do do iodo radioativo (Roche ei al., 1963-1964).

Alega também que, no enddstilo de Ciona, o Unico composto
organico que conseguiu encontrar foi tiroxina livre (Roche ei al.,
1962), enquanto que a camada interna da tdnica contém iodotirosi-
nas e iodotironinas.



De acordo com Roche (1962), os compostos iodados da tani-
ca nao estdo livres e sim ligados, havendo ai trés tipos de proteinas
de acordo com a seguinte tabela reproduzida do mesmo autor:

Solivel em
% do iodol3l  solucBes Solavel em
iodoproteinas organico diluidas hidrélise ~ Compostos
total de sais enzimatica
Tg semelhante 5 + + T3 T4
MIT, DIT
“Particulate” — n T3 T4
45 MIT, DIT
Escleropro-
teinas 50 — — MIT, DIT

Do mesmo grupo ligado a Roche, temos mais tarde o trabalho
de Varrone et al. (1966) que estuda por ultra-centrifugacdo a ca-
mada interna da tunica de Ciona e descreve um pico semelhante a
tireoglobulina; para este grupo, as conclusfes sdo as seguintes:

1. Existe uma biossintese hormonal em Tunicados.

2. Ha& uma grande concentracdo de iodo nestes animais.

3. Seria a tlnica com seu epitélio interno (cuticula) a responsavel
pela producdo de iodoproteinas hidrolisaveis enzimaticamente, li-
berando T3 e T4 e portanto a responsavel pela biossintese hor-
monal sendo que o enddstilo possui somente horménio livre e
portanto seria pouco provavel ser ai o ponto de inicio da bios-
sintese.

Com relacdo ao trabalho do grupo de Roche, deve-se acres-
centar o seguinte:

1. Seus trabalhos pioneiros sdo baseados em métodos de hidrolise
enzimatica que agora se sabe, produz grande deiodizacdo de ti-
roxina (Rosemberg e La Roche, 1964), devido ao longo tempo
usado e a enzima empregada. Assim, os mesmos autores ndo fi-
zeram uma analise do tipo de proteina do endéstilo e sim somen-
te da tdnica (Varrone, 1966).



Portanto, sdo trabalhos que déo grande visdo do fato, mas ndo
excluem completamente a funcdo do endostilo ou outra regido do cor-
po como 6rgdo produtor de hormdnios tiredideos, embora nos prove
0 papel importante da t(nica neste processo.

O mesmo grupo de Roche indica que a biossintese de hormo-
nios tiredideos ocorre também em outros dois tunicados: Clavelina
lepadiformis (M. Edw.) var. rissoana. (Salvatore, Vecchio e Macchia,
1960) e numa taliacea Salpa maxima Forskal (Roche, Rametta e
Varrone, 1962).

Com relagdo aos cefalocordados, o mesmo grupo de Roche dis-
cute a formacdo de horménios tiredideos pelo Branchiostoma lanceo-
latwn Pallas (Amphioxus) (Covelli et al., 1960) sendo a mesma
identificacdo confirmada por Tong, Kerkof e Chaikoff (1962). Po-
rém, nos cefalocordados a questdo também ndo estd resolvida, pois
estes trabalhos provam somente a existéncia dos horménios tiredideos
e ainda mais, esta producdo ndo esta restrita ao endodstilo, tendo a
prépria notocorda e outros tecidos do corpo apresentado alto teor de
hormdnios tiredideos.

Portanto, o grupo de Roche conclui em favor da tdnica dos
Tunicados (camada interna) como a responsavel pela biossintese
hormonal e nos cefalocordados d& a presenga dos compostos mas,
sua origem e o endostilo como responsavel principal, também ndo é
conclusiva sendo portanto, nos cefalocordados para este grupo, um
problema ainda aberto para pesquisa (Salvatore, 1969).

Agora, analisando os trabalhos do grupo de Barrington, chega-
-se as seguintes contribuicdes:

Tudo comegou com o trabalho de Gorbman (1941) descre-
vendo a presenca de um tecido capaz de concentrar iodo em Ascidia.
Mais tarde, Barrington (1956) descreve a presenca de iodo organi-
co no endostilo de Ciona intestinalis L. e depois o mesmo autor
(1957) faz um estudo da distribuicdo e possivel significado do iodo
organico no mesmo animal (Ciona intestinalis L.)

Continuando seus trabalhos, o grupo de Barrington no traba-
Iho de 1957 descreve os varios tipos de células do enddstilo e ainda
diferencia quais sdo os mais capazes de organificar o iodo e quais as
simplesmente secretoras de muco.



Assim, o problema do enddstilo dos tunicados como o precur-
sor da glandula tiredidea é levantado por Barrington sendo defendido
em seus trés livros: The Biology of Hemichordata and Protochordata
(1965), An Introduction to General and Comparative Endocrinology
(1963) e Perspectives in Endocrinology (1968).

Continuando sua série de trabalhos, encontra-se (Barrington e
Barren, 1960) a analise de iodo organico na tunica de Ciona intesti-
nalis L. onde notam a presenca de dois tipos de proteinas da cuticula,
diferentes das restantes, de natureza glicoproteica associadas com car-
bohidratos formando um complexo glicoproteico. Descreve ainda, a
presen¢a de duas categorias de substancias na tdnica: uma com gran-
de ndmero de ligagBes sulfridrilas e outra com um mecanismo de li-
gacdo quindnica.

Barrington (1958) ainda descreveu também a presenca de iodo
organico no endéstilo do Branchiostoma, estando assim, em concor-
dancia com os trabalhos de Roche (l.c.) no mesmo animal.

Em sequiéncia aos trabalhos, Barrington e Thorpe (1963) de-
monstraram a presenca de iodo organico e fizeram a analise croma-
tografica de extratos de Saccoglossus e da tunica de Ciona intestina-
lis, chegando a conclusdao de haver no primeiro somente MIT e a
presenga de hormonios tiredideos na tanica de Ciona.

Os mesmos autores (Barrington e Thorpe, 1965) assinalam a
ocorréncia de iodo organico no endéstilo e faringe de Ciona intesti-
nalis L. Neste trabalho, porém, analisaram somente o enddstilo, si-
lenciando sobre a tdnica do mesmo animal, o que, sem ddvida, o tor-
na incompleto.

Continuando a série de trabalhos, Barrington e Thorpe (1965)
admitem a possivel identificacdo de MIT, DIT, e T4 em Ciona e de-
pois em 1968, analisam outro tunicado Dendrodoa grossularia, aven-
tando a possibilidade da existéncia de hormdnios neste outro Tuni-
cado e fazendo o estudo bioquimico da tdnica destes animais.

Portanto, em conclusdo dos trabalhos de Barrington e col., o
endostilo seria 0 6rgdo em que se d& a concentracdo de iodo. Estes
pontos de vista, sdo corroborados em alguns trabalhos classicos de
Zoologia (Whitear, 1957 e Bone, 1960).

Embora, os trabalhos de Barrington sejam de primeira quali-
dade sob o ponto de vista histologico e de revisdo, ainda ndo foram



confirmados plenamente por outros pesquisadores, havendo muita
controvérsia a respeito.

Assim, Godeaux (1963) diz que o enddstilo dos urocordados
¢ capaz de realizar uma sintese rapida de hormoénios tiredideos por
processo analogo ao descrito nos Vertebrados, com o que plenamen-
te concorda com Barrington.

Kennedy (1966) estuda também do ponto de vista histolégico,
a distribuicdo e a natureza dos compostos iodados nas Ascidias e
chega & conclusdao de ser o sangue o 6rgdo que apresenta maior teor
de iodo organico. O trabalho, porém, ndo é convicente e a base bio-
quimica fraca.

Olsson (1963) por sua vez, com trabalhos de alto teor critico
e grande precisao técnica, ndo conseguiu confirmar os trabalhos de
Barrington no endostilo de Ascidia e nas zonas descritas, como é o
caso da zona 8 no endostilo de Ciona. Olsson mostra serem estas cé-
lulas desprovidas de atividade secretoria.

Continuando as pesquisas, Olsson (1965) descreve a citologia
do enddstilo de Oikopleura dioica e, finalmente, (Olsson, 1969) faz
uma revisdo na endocrinologia dos protocordados e mixinoides, che-
gando as seguintes conclusdes: o mecanismo de iodo ligado nos Tu-
nicados ainda é muito obscuro e seriam necessarias maiores informa-
¢cBes sobre a ligagdo do iodo e compostos formados nos diferentes
tipos de endostilos dos apendicularios.

Sendo um problema até agora ainda sem solucdo satisfatoria,
a questdo de quando os horménios tiredideos se tornam principios
ativos e em qual estdgio de desenvolvimento destes animais.

O problema portanto, do enddstilo, ainda demanda mais infor-
magdes, sendo que os trabalhos de Barrington representam apenas
um ponto de vista a respeito, e por sinal muito controvertido e sem
conclusdo final.

Com relacdo a identificagdo dos hormoénios, os trabalhos bio-
quimicos do grupo de Barrington aguardam confirmacdo, visto o0s
cromatogramas ndo conduzirem a demonstragdo adequada. Parece
ndo ser ainda possivel aceitar as provas apresentadas, pois os artefa-
tos de técnica, ndo estdo excluidos e a presen¢a real de substancias
hormonais nédo estar esclarecida.

Assim, do grupo de trabalho apresentado por Barrington, res-
tard somente a visdo controvertida da funcdo do enddstilo e a identi-



ficacdo, embora imprecisa, dos hormoénios em Ciona e a falta de iden-
tificacdo dos mesmos em Dendrodoa.

Esta visdo imperfeita do endéstilo foi também defendida por
mim (Amaral, 1969) ao verificar ser 0 mesmo mais sensivel a acao
de substancias antitiredideas. Este trabalho, porém, é também pas-
sivel de revisdo, pois os antitiredideos ndo sdo especificos e falta ain-
da o estudo cromatografico correspondente.

Portanto, analisando os préprios resultados aqui obtidos, po-
der-se-a afirmar o seguinte em relagdo ao Tunicado Dendrodoa gros-
sularia (Van Beneden):

S0 animais que concentram ativamente iodo, sendo o maxi-
mo de captacdo ao redor de 5 dias, o que confirma os resultados
obtidos por outros pesquisadores (Roche et al., 1959).

A identificacdo bioquimica da presenca de tiroxina no corpo
deste animal foi um dos objetivos deste trabalho, usando dois sol-
ventes diferentes e com padrdes de substancias ao lado, para ndo ha-
ver dudvidas na identificagdo (Figs. 23 e24).

Além disso, pela primeira vez se identificou a tiroxina nestes
animais (Dendrodoa) e ainda pela primeira vez se estudou a acdo do
horménio exdgeno na biossintese hormonal destes Tunicados.

Em conseqiiéncia, o hormoénio exdgeno causa um aumento na
producdo dos precursores hormonais (MIT e DIT) (Fig. 25) sendo
porém este aumento da mesma ordem, tanto na tdnica como no cor-
po dos animais tratados.

Com relagdo a produgdo de tiroxina marcada, os resultados
aqui obtidos sdo inéditos. Demonstrou-se haver producdo de T4 (Fig.
27) tanto no corpo como na tlnica, sendo seu teor de producdo maior
na tdnica que rto corpo.

A administracdo de hormonioexdgeno causou efeitos diferen-
tes: no corpo houve uma diminui¢do da producdo dehorménio mar-
cado provando haver no corpo um verdadeiro mecanismo de “feed-
back” no controle de sua sintese; na tGnica, porém, a administracdo
de horménio exdgeno causou um aumento marcante na produgdo de
horménio marcado.

Isto leva a crer que na tdnica a agdo seja apenas um efeito do
hormonio tiredideo na sintese proteica (Tata, 1967) que sofreu um
incremento devido a administracdo de hormoénio exdgeno, ao passo



que em alguma estrutura do corpo estaria o verdadeiro mecanismo
da produgdo hormonal.

Finalmente a administracdo de substancia anti-tiredidea blo-
queia completamente a sintese dos hormonios e parcialmente a dos
precursores, o que concorda com os dados da literatura especializada
(Pitt-Rivers, 1950; lino et al., 1961; Ingbar, 1955; Franklin et al.,
1944).

Logo, na base de um raciocinio analdgico, poder-se-ia pretender
que, no corpo, a T4exdgena teria atuado como excesso de T4 nos ani-
mais superiores que num “feed back” regula a sua propria producgéo
pela glandula.

Mas esse raciocinio, obviamente ndo pode ser aplicado, no caso
da tlnica, admitida também como produtora e onde a T4 exdgena in-
crementou a producdo local, a ndo ser que o mecanismo de produ-
cdo de T4 pela tdnica seja diferente, num sentido de que mais T4
(ex6gena) estimule mais producdo local visando ao grande processo
de crescimento que é a producdo da tlnica nesses animais.

5.

RESUMO E CONCLUSOES FINAIS

I — Captacdo e eliminacdo do lodo-125:
1. Dendrodoa grossularia capta ativamente o lodo-125.
2. A captagdo alcanga o seu pico maximo ap6s 120 horas
(5 dias).
3. Né&o ha diferenca significante entre entrada de lodo-125
e perda de lodo-125 nos animais normais e nos tratados
com tiroxina (Fig. 2 e 3).
4. O tiouracil bloqueia a captagdo do lodo-125.
Il — Anédlise do hidrolisado de Dendrodoa usando a coluna de Se-
phadex-Gel-25-“Fine”:
1. Existem substancias precursoras hormonais tiredideas
(MIT e DIT) (Fig. 6) e ainda a possivel presenga de
L-tiroxina.
2. Ha uma reducdo na sintese dos precursores e do hor-
monio tiredideo nos animais tratados com hormdnio exoé-
geno (Fig. 7).



3. Nos animais tratados com tiouracil h4& um completo blo-

queio da sintese hormonal tiredidea (Fig. 8).

Andlise por cromatografia em camada delgada do hidrolisado
da tanica e do corpo de Dendrodoa grossularia (Van Beneden).

1

10.

11.

Demonstrou-se a ocorréncia de L-tiroxina no hidrolisa-
do do corpo de Dendrodoa grossularia (Van Beneden)
(Fig. 23 e 24).

Ndao foi possivel detectar a presenca de 3,5,3" triiodoti-
ronina no hidrolisado do corpo de animais normais (Fig.
23, 24, 26).

H& producdo de monoiodotirosina e diiodotirosina tan-
to no corpo como na tunica dos animais em estudo
(Fig. 25).

O teor de producdo de MIT e DIT é maior na tinica
que no corpo dos animais normais (Fig. 25).

O tratamento com tiroxina exdgenaincrementa a produ-
cdo de MIT e DIT, sendo, porém, este incremento per-
centualmente igual (== 50%) para a tlnica e para o
corpo dos animais tratados em relacdo aos normais
(Fig. 25).

H& producdo de L-tiroxina marcada tanto no corpo
como na tunica dos animais normais (Fig. 27).

A producdo de L-tiroxina marcada &€ maior na tdnica
que no corpo dos animais normais (Fig. 27).

A administracdo de tiroxina exdgena causou efeito dife-
rente no corpo e na tdnica dos animais tratados (Fig. 27).
No corpo dos animais tratados com tiroxina exdgena
houve uma reducdo de 34,1% na producéo de tiroxina
marcada em relagdo ao corpo dos animais normais.

Na tdnica dos animais tratados com tiroxina exdgena
houve, pelo contrario, um aumento marcante, cerca de
224% na produgdo de tiroxina marcada em relacdo a
producdo da tdnica dos animais normais (Fig. 27).

A administracdo de tiouracil bloqueou quase que com-
pletamente a sintese de MIT e DIT tanto no corpo
como na tunica dos animais tratados (Fig. 25).



12. A administracdo de tiouracil bloqueou completamente a
producdo de tiroxina marcada tanto no corpo como na
tinica dos animais tratados.

6.
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