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RESUMDO



RESUMO

A captacdo de ™' INa pela glandula tirdide, foi observada utilizando
o homogeneizado de membrana celular tiroidiana como modelo bioldgico.
Os homogeneizados celulares de bago, rim e figado, inibiram
utilizacdo de sobrenadantes, de homogeneizados de bago pré-incubado,
como também com a segunda fracdo obtida da purificagdo destes
sobrenadantes. O baco, de camundongos esquistossomaticos, apresentou

aaaaa

membrana celular tiroidiana.



SUMNMARY



SUMMARY

The iodide uptake by thyroid gland was observed utilizing of the
thyroid plasma membrane how biological model. Celgl homogenates of
the spleen, kidney and liver decreased this uptake mechanism. In the case
of the spleen cell homogenate, the inhibitory activity was increased in the
presence of the supernatant. Two fractions of this supernatant was
separated by chromatography of Sephadex G-100. The validity of these
separation procedures was observed on the iodide uptake. The protein
fractions B e B’ were potent inhibitors of the iodide uptake system in the
thyroid. The present stydy supports the idea that schistosomiasis may be a
inhibitory factor of the thyroid iodide uptake.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Generalidades

N produgdo dos hormonios tiroidianos inclui varias
etapas, desde sua sintese, até a degradagao nos tecidos peri-
fericos, 0 primeirc passo compreende a captagaoc do ion iodeto
pela glindula, seguindo-se da oxidag3o desses Ions, iodizagao
da tireoglecbulina, protedlise dessas moléculas, liberagac dos
hormonics na circulagac e conversao de tiroxina em triiodoti-
roninz nos tecidos. Assim, o controle de todos esses proces —

sos s torna bastante complexo, permitindo gue os mais varia-

dos fatores interfiram na funcao tiroidiana.

» agac do hormonio estimulante da tiredide(TSH), so
hre & glandula, 48 estd bem definida. LISSITEZKY e cols. (1971
observaram gues ¢ TSH era necessario para a agregagaﬂ e reorga
nizacac das células tircoidianas, em cultura, permitinde a pre

servacao de suas fungoes especificas e concluiram que essas



" L] L]
agoes eram mediadas pele 3 - 5 monofosfato de adeno-

sina (PMPc). Essas observagoes foram confirmadas por WINAND e

KOHE (1975).

WADELEUX e cols. (1978) demonstraram que as células
Eirgpidianas em cultura, na presenca de TSH, apresentavam uma
maicy captag2o e organificag@o dos Ions iodeto. Estes autores
confirmaram, também, gque essas agﬁes eram dependentes de uma

elevacao nos niveis do AMPc.

ROGER. e DUMONT (1983) verificaram gue a agac do TSH
dependia do estagio em gue se encontrava a cultura celular, po
dendc estimular tanto a proliferagao como a diferenciagaoc des-
sas c€lulas & observaram que essas agoes podiam ser reproduzi-

das n& presenga do AMPeC.

Durante os Qltimos anos, tem surgide evidéncias, mos
trande gue # glandula tirdide & ricamente inervada, nac apenas
por nervos adrenérgicos (MELANDER, 1977) e colinérgicos (VAN
SANDE e cols,, 1980), mas, também, por nervos peptidérgicos -
(PHREN e ccls., 1980), podendo, a liberagao dos neurotransmis-
seres, influenciar diretamente a atividade das células folicu-

LaLeS .

EHREN (1985) demonstrou, in vivo, que a noradrenali-
na estimulava, atuando em receptores alfa-adrenérgicos, a se-
cregio basal dos hormdnios tiroidianos e inibia a secregac es-
timulada peleo TSH. Essa Ultima observagao &€ confirmada por re-

lLato anterior de gue a noradrenalina impede a elevagao do AMPc



induzida pelo TSH (TOCCAFONDI e cols., 1983).

MELANDER e SUNDLER (1979) observaram que a acetilco
lina e seus anadlogos, inibiam tanto a secregao basal como a
secregac induzida pelo TSH na gl@ndula tirdide. O efeito ini-
bhitéric dos neurotransmissores colinérgicos, na agao do TSH,
nac parece ser mediada por uma inibigao da sintese do AMPc e,

sim, por um 2stimulo a sua degradagac (VAN SANDE e cols. 1977)

¢ primeiro neuropeptideoc demonstrado, em homogenei-
zados de glandula tirdide, foi o peptideo intestinal vasoati
vo, (VIP). Estudos preliminares tem revelado que o VIP estimu
la a sescregao basal dos hormdnios tiroidianos e potencializa,
oz efeitos do TSH, na glandula, por estimular a produgao de

AMPe (ANREN e cols., 1980).

A ccorréncia de outros neurcpeptideos, como a subs-
tdncia P e a gastrina-colecistogquinina (CCK), tem sido demons
trada na glandula tiroide (AHREN e cols., 1983). O papel £i-
sioldgico, desses neurotransmissores peptidérgicos, nao esta
totalmente esclarecido, mas torna evidente, gque a secreqﬁo

dos hormonios tiroidianos nao & controlada isoladamente pelo

TEH.

Humerosos compostos tem a capacidade de interferir
na captagao e organificagao dos Ions iodeto,controladdo a sin

tese dos hormonics tiroidianos.

SAITO e cols. (1983) estudaram os mecanismos inibi-

torios, des Ions perclorato EClD;] e tiocianato (SCN ), sobre

03



o captagfo de lodo pela glandula tirdide. Estes autores conclul
ram, através de um modelo experimental, gque os fons perclorato
inibiam competitivamente o transporte dos ions iodeto para a
glandvula, enguanto, os Ions tiocianato diminuiam o seu acimulo

nz tiroide, sem interferir no mecanismo de transporte.

MARCOCCT e cels. (1984) observando a captagao de
tode por células tiroidianas em cultura, na presenga do TSH,
verificaram que a actnomic¢ina D, uma droga antineopla@sica,apre
sentava um efeiteo paradoxal. Quando a actinomicina D era adi -
cionada, zo meio de cultura, nas primeiras 10 horas do periecdo
de incubagac, ocorria uma diminuigaoc na captagac de iodo esti-
mulada pelo TSH. Em contraste, quando essa droga era adiciona-

da apos 24 horas de incubagao, aumentava a captagac de iodo in

duzida pelo TSH.

BENT e FIELD (1988) compararam os efeitos do TSH,
noradrenalina e carbacol, na organificagac do iodo, em diferen
tos preperagoes de glandula tirdide, tais como: fragmentos de
tecide, folleulos isclados e cultura celular. O TSH estimuleou,
a organificagéc em todos os tipos de preparagtes. A noradrena-
lina e © carbacol estimularam a organificagac em fragmentos de
tiroide e foliculos isolados, mas apresentaram um efeito inibi
torie nas células em cultura. Os autores sugeriram gue esse
efeito inibitdric estaria relacionado & agao dessas drogas so-

bre a captacac de iodo.

Trabalhos recentes tem procurado verificar o papel



do iode na regulagac do crescimento e fungac tiroidiana. NEVE
e cols. {1258) observaram os efeitos do iodo, em animais sub
metideos o tircoidectomia parcial, scbre a ultra-estrutura glan
dular. © excesso de iodo causou um aumento no nimero de lisos
somos ¢ atividade enzimdtica, confirmando a existéncia de um

contrele de Icn icdeto sobre a tirdide.

BECKE e cols. (1988) utilizaram células epiteliais
tircidianas, em cultura, para observar os efeitos do iodo no
desenvolvimento da tirdide. © Ion icodeto reduziu o contetdode
acido descxirribonucléico (DNA) e o crescimento celular indu-
zido pelg TSH, num efeito dependente da dose. Os autores de-

monstraram ser, essas agoes, especifica para as células epite

liajis tiroidianas.

?s protelnas transportadoras dos hormonics tirocidia
nos apresentam diferentes afinidades e capacidade de ligagao,
determinande a fragao livre dos hormdnios no plasma e, conse-

gquentemente, seus efeitos (McNABE e cols., 1984).

YOUNG e cols. (1988) sugeriram gue um  componente
nutricional pode modular a ligagao dos hormdnios tircidianos,
com a5 proteinae plasmaticas. Estes autores observaramgque, em
ratos desnutridos e hipodesenvolvidos, ccorria um aumento da
globuline transportadora de tiroxina {Tq}. E, MCNABE e cols.
{L3E4), demonstraram uma menor afinidade da triicdotironina -

{r.) oor essa globulina.



Lz catecolaminas parecem exercer um importante pa-
pel na metabolizag3o dos horménios tiroidianos. OBREGON e
cols. (1987) demonstraram qgue, essas drogas, tanto aumenta -
vam cuanto diminuiam a producac de uma deiodinase, existente
nos adipocitos, por estimulo nos a e B-receptores, respecti

vamente.

Varias anormalidades da funcgdo tiroidiana tem sido

- deficiéncia de insulina. Em 1981, Bagchi e cols.,

aasociada

o

o)

r 1

dervaram que a resposta da tirdide ao TSH era significativa
mente reduzida. MACFARLANE e cols. (1984) demonstraram uma
reduciEo nos niveis plasmaticos de T,. E,ORTIZ-CARO e cols.,
(1964 a,b), relataram a diminuigdo do TSH, T, e T, séricos,com
menor conversac de T4 am T3 nos tecidos perifériccs, &m pa-

clientes com dizbetes mellitus.

1.2 - Rlteragtes Endocrinas na Esquistossomose.

) Esguistossomose mansénica € uma doenga sistémica,
apresentando um polimorfismo lesional bastante diversificado.
B forma hepato-esplénica constitui o modelo tipiceo da esquis-
tossomose hepatica avangada, caracterizando-se clinicamente
por hepato-esplencmegalia, hemorragias digestivas e hipoevolu
tismo nos pacientes jovens (ASFORA, 1976) . Nessa forma sac
frequentes alteracoes biogquimicas do sangue, como: hipoalbumi
nemiz (RSFORA, 1976; SRAD e cols., 1984); elevagao de imuno-

glebulines (ASFORA, 1976; COUTINHO e cols., 1982); alteragoes



na composigac de lipoproteinas (GILLETT e CARVALHO, 1985) e
elevagac da fesfatase alcalina (ASFOBA, 1976; BORBA, 1982) ,
spresentando alteragoes em suas propriedades fisico-quimicas,

) .

(BOPEA, 198

B3

Humeroses trabalhos relatam a ocorréncia, em pacien
Les esquistossomdticos, de retardo no desenvolvimento somato-
genadal e outras perturbagoes endberinas, tais como: diminui-
gao de libido, impoténcia sexual, escassez de pelos corporais,
emenorréia e ginecomastia (MARQUES, 1944; MEIRA LINS, 1950;

METIRE, 1951; FERREIRA, 1957; MACEDO e HORWITH, 1972).

MEHDI e BASSALY (1955) verificaram a presenga de ge
nitélis infantil e alteragdes das caracteristicas sexuais se-
cundérias nos pacientes esquistossomdticos de faixa etadria va
riando entre os 10 e 16 ancs. Estes pesquisadores realizaram
esplenectomia nos pacientes com niveis reduzidos de 17-cetos-
tercides, cbservande o retorno aos valores normais no periodo

pos~oparatorio.

FERRETRR (1957) descreveu lesces testiculares, al-

i

— - - -
ragoes no espermograma e uma maicor incidencia de niveis

balics de li-Cetosterbides em pacientes esquistossomdticos com

(ol

hipoevolutisme somato-gconadal. Este autor relata a tendéncia
de normelizagac do desenvolvimento somatico e das fungdes go-
nadatis . apés a realizacao da esplenectomia, fazendo-o acredi-
ter ser o bago, hipertrofiado e hiperfuncionante, o causador

desses alteragoes, pois nao encontrou evidéncias de hipofun-

cao hipofisaria.



PARTHEMORE e cols. (1967) estudando pacientes es-
quistossomoticos portadores de infantilismo, nac verificaram

alteracoes importantes da fungao tiroidiana.

ANDRADE e cols. (1968) demonstraram a presenga de
strofic testicular em esquistossomdticos na fase hepato—esplﬁ
nice e procuraram relacionar essa alteragao a diminuigao da
inativagao hepética dos estrdogenos e ao estado nutricional

desses pacientes.

PEDEL-KMADER e cols. (1972) relataram niveis eleva-
dos de estrogenc urindrio em pacientes com ou sem infantilis-
re, niveis reduzidos de gonadotrofinas nos pacientes portade-
res de hipoevolutismo gonadal e a normalidade do eixo hipota-
lame-hipofise-adrenal, verificado através de teste de toleran
cia & insulina. Estes pesquisadores tamb&m ressaltam o possi-
vel papel da desnutrig@o e do excesso de estrdgeno na etiopa-

togenis do retardo no desenvolvimento dos esquistossomoticos.

SUCUPIRA (1972) verificou uma elevagdo nos niveis
basais do horménio do crescimentoc e uma resposta secretoria
rormal , incduzida pela insulina, em pacientes esquistossomoti-
cos com hipodesenvolvimento somatico.

MACEDO e HORWITH (1972) estudando as reservas hipo-
fisarias dos esquistossomdticos com hipoevolutismo, encontra-
ram uma dininuicao nos niveis basais do hormdnio luteinizante,

sende esse dade confirmade por SUCUPIRA (1972).



SILVEIRA (1976) cbservou gue os pacientes esquis
tossombticos com retardo no desenvolvimento somato-puberal,
apresentavam niveis basais normais do hormonio do crescimen
to, mas possuiam uma limitada capacidade secretdria em res-
posta 2o estimulo hipoglicemiante, yue era plenamente recu-

perada apds esplenectomia.

POUSADA e cols (1978) estudaram a influéncia
da infecgac esquistossomdtica sobre o desenvolvimento soma-
tico & sexuval dos camundongos, infectando os animais em
trés perlodos etarios distintos: ao nascer, aos 30 e acs
60 dias de vida. Os resultados indicaram nac haver variagaoc
significative do peso dos animais infectados em relagdo aos
centroles, occrrendo retardo na maturidade dos camundongos
infectados ac nascer e alteragoes na funcao gonadal dos
animeis infectades apds a maturidade sexual. Para estes au-

tores nao hd uma relagao nitida entre a hepatoesplenomega-
lia o as alteragoes encontradas.

COSTR e cols. (1980) com a finalidade de estudar
26 manifestacoes da esquistossomose sobre o desenvolvimento
e possivels implicagoes no funcionamento endberino, realiza-
ran cois grupos experimentais: no primeilro, animais infecta-

dos ¢ conkroles foram submetidos & avaliagao antropometrica

e laboratorial por um periodo de trés meses; no segundo, os

|

nimais infectados e controles foram tratados de forma se-

melhente, mas zc fim do segundo més foram submetidos a esple



nectomia. Oz resultados obtidos indicaram um hipodesenvolvimen
to som@tico dos animais esquistossomdticos, ocorrendo uma reto

nade no crescimento apds a esplenectomia.

TTTORRZZC FILHC (1980) cam o intuito de avaliar a
reatividade do eixo hipotdlamo-hipGfise-testiculo, relacionan-
do=a com © grau de hepatoesplenomegalia e alteragles no desen-
velvirente somato-gonadal dos pacientes esquistossomoticos,rea
lizou dosagens séricas deo hormdnio luteinizante (LH) e testos-
tercna. Os dados obtidos indicaram niveis basais normais de
lestosterona e LH, nao havendo, também, diferen¢a significati-
va na reserva hipofisaria de LH dos pacientes esquistossomoti-
cos, quando comparado aos controles. O autor nao encontrou re-
lagao entre as alteragoes no desenvolvimento e a gravidade das
formas c¢linicas apresentadas, sugerindo gque o hipodesenvolvimen
to estaria ne dependéncia do estado de desnutrigao desses pa-

cientes.

0s resultados apresentados nao conseguem definir um
padr@o enddcrino para os pacientes esquistossomdticos com hi-
poevolutismo ¢ chegam a ser contraditdrios em relagao as ob-
servagnes clinicas. Isto se deve a presenga de fatores asso-
ciadeos, como: Desnutrigao protelico-caldrica e alteragdes da
fungac hepatica, gue podem influenciar nos distilirbios endocri

nos dos esquistossomdticos.

PIMSTONE e cols. (1968) encontraram niveis basais

altos de hormdnio do crescimento (HC) em pacientes com desnu-

10



nuirigac protéico-caldrica, sendo essa observacio confirmada
por outros autores (BERS e cols.,l971l; SAMUEL e DESPHANDE,
1872; CHRVEE € cols.,1975). MULLINOS, ja em 1940, descre

veu quadro de insuficiéncia hipofisaria presente em pacientes

desnutridos.

: importancia do figado, na inativagi@o dos estrdge
nes, ja € conhecida a varias décadas. (ZONDEK, 1934; GOLDEN e

SEVRINGHAUS, 1938).

LLOYD e WILLIAMS (1948) observaram niveis baixos de
gonadotrofines em pacientes cirrdticos e propuseram que o hi-
perestrogenizmo, cawvsado pela insuficiéncia hepatica, levaria
¢ umz menor secregac das gonadotrofinas hipofisarias,ocasionan
do vma diminuigao nos niveis circulantes de testosterona. Esse
fato explicarxia a ocorréncia de atrofia testicular nesses pa-

cientes.

DAKER e cols. (1976) avaliaram a fungao endderina
de 117 pacientes cirroticos com métodos mais  sofisticados.
autores relataram uma elevag@o nos niveis plasmaticos
e estradiel, aumento nos niveis basais do LH e hormdnic fo-
licule estimulante (FSH), aumento na conversao periférica
de testosterona em estrdgeno e redugao nos niveis plasmaticos
de testostercna. Assim, a causa basica do hipogonadismo,nes
ses pacientes, seria & diminuigao nos niveis de testosterc-

ua & nac o hiperestrogenismo sugerido antericormente. A occrrég



cia de uma associagao entre as alteragoOes enddcrinas e os ni-

veis hormenalis, pareceu inexistente.

I observagac de que pacientes esquistossomoticos,
gqurendo esplenectomizados, apresentavam normalizagac de seu
desenvelvinente e fungao gonadal (MARQUES, 1944; MAHDI e BASSA
It, 1955, FERREIRA, 1957; COSTA e col. 1980), fez surgir as
hipGteses de que o bago produziria um fator inibider da libera

oo des hormonics hipofis@rios (GORDON e cols. 1237) ou,mesmo,

inativaerie esses hormonios (GORDON e cols. 1969).

Varios autores realizaram transplantes tiroidianos
para o bago e relataram a ocorréncia, evidenciada histologica-
nente, de uma hiperatividade desses Orgacs transplantados, in-
dicando uma provavel inativagao dos hormonios tiroidianos pelo

igade. (GABE e ARVY, 1947; CORDIER e cols. 1951; DESAIVE e

HAMOLSKY e GIERLACH (1952) relataram uma diminuigac
de iedo radiativo ligado as proteinas plasmaticas, guande
vealizavar transplantes tiroidianos para o bago e, também, con
cluirar haver uma inativag8o dos hormonios tiroidianos pelo

parénguime hepatico.

PORTELRA LADOSKY (1977) estudando o papel de figado
ne inativecao dos liormonios tiroidiancs, realizou transplantes,

totais e parciais, da gladndula para as capsulas esplénica e re

nal. Apos um pericde de 60 e 121 dias, fez uma analise



ilstologics dos tecidos transplantados e determinou os niveis
yLasmaticos dos hormonios tiroidianos, concluindo que o figado,
' condigoes f£isioldgicas, nao pareceu exercer um papel impoxr-
nite na degradacao desses hormdnios, no que & corroborada por

itror nesguisadores (BONDY, 1951; RUPP, 1952; McCORKLE, 1955).
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1.3 - Objetivos

P etiopatogenia dos distOrbics endderinos na
soquistossomose, nao esta elucidada até o presente momento. &
‘ndicacao de gue a deficiéncia dos hormdnios tircidianos clg-
culantes, pode levar a uma diminuicdo dos niveis séricos do
horménic do crescimento (ORTIZ-CARO e cols., 1984 a) ;, somada a
observecac de hipofungao hipofisdria nos pacientes esquistosso
mdticos (MULLINOS, 1940) e as evidéncias de que a esplenecto-
mia zeverte o hipoevolutismo somatico e gonadal,encontrado nes
ses paclentes (MARQUES, 1944; MAHDI E BASSALY, 1955; FERREIRA,
L957; COSTA e cols., 1980), nos induziu a investigar o papel
do bage wna fung@e tiroidiana, estudando seus efeitos sobre a
Y31 1Ne, pelas preparagces de membrana celular, da
tiroide de camundongos. Assim, o rpresente trabalhe tem como

objetives principais:

l} Caracterizar a2 captacac de 131INa pelas preparagoes de mem-

B
&l
')

brana celular da glandula tirdide de camundongos.

Determinar a2 agao do homogeneizado de bago, de animais noxr-

maiz & infectados com cercarias de Schistosoma mansoni, s0-

bre essa captagao.

3) purificagio da fragao sobrenadante do homogeneizado de ba-

go, determinando-se suas atividades.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

Foram utilizados camundongos suicos (Mus mus

culus) , machos, adultos, normais e contaminados com cercarias.

2.1.2 = Materiais Diversos
feoido Cloridrico
MERCK, Brasil

fcide Tricloro Acético

E. MERCK, Alemanha

Elbumina Bovina

Sigma Chemical Company, U.S.A.

Blue Dextran

Sigma Chemical Company, U.S.A.



Carbonato de Sodio, P.A.

REAGEN, Brasil

Folin-ciccalteus phencl reagens

E. MEPCE, 2lemanha

Hidroxido de Sodio, P.A.
REAGEMN, Brasil

Iodo Radiative {lglINa}

CHEN, Brasil

Sacarose

MERCK, Brasil

Sephadex G - 100

Pharmacia Fine Chemicals, Suécia

Sulfato de Cobre II, P.A.

VETEC, Brasil

Tartarato de Sodio

Carlos Erba, Brasil

Tris-(hidroximetil)-Zminometano

MERCK, Brasil

2.1.3 - Aparelhos

Agitadeor
COLE-PALMER, U.S.A,
Balanga de precisdo

METTLER, Suiga.



Banheo de Orgao

BLUE LINE, U.S.A.

Centrifuga Refrigerada

SORVALL, U.5.A.

Coluna de Purificagao, Tipo K16/100

Pharmacia Fine Chemicals, Suécia

Contador Gama -

G3000, Alemanha

Espectrofotometro

VARIAN, Brasil

Potenciometro

METRONIC, Brasil.

2.2 - Metodos

2.2.1 - Infecgao Experimental dos Camundongos

(Mus musculus) pelo Schistosoma manso

ni.

Os animais, gentilmente cedidos pelo
Centro de Pesquisas Ageu Magalhaes da Fundagac Instituto Os-
waldo Cruz, foram infectados com cercarias, utilizando-se o

métode de imersdc parcial, descrito por Azevedo (1976).

0s camundongos foram, inicialmente,

colocades em contato com agua, para estimular a atividade ex-



cretoria, evitando-se o contato posterior de suas fezes e
urina com as cercarias. ApSs esta fase, os animais foram colo
cados, isoladamente, em begueres, contendo cerca de 120 cer

cirias por ml de 3gua e expostos a luz artificial, durante 40

minutos, para maior atividade das mesmas. A infecgio se da
pele penetragao das cercarias através das patas e calda do ani-
nal, gue ficam imersas no liquido.

2.2.2 - Preparagac de Membrana Celular Semi-
Purificada.

0 procedimentc para homogeneizagdo
da glandula tirdide e demais drgaos, foi realizado pelo método

descrito por BEATTACHRRYYA e WOLFF (1975) modificado.

Os animais foram sacrificados per
cdeslocemento cervical, sendo, entao, retirada a tirdide e colo
cade em tempac Tris-HC1 10mM, pH 7.4, a 4“0, que foi renovado,

por Lr2s vezes, apds fragmentagSo do material para homogeneiza

A glandula foi homogeneizada em tam-
pac Tris-HCl 10 mM, com sacarose 0,3 M, pH 7,4, a 4°C, sendo,
em seguida; centrifugada (1000 rpm = 10 minutos). O precipita-
vo fol desprezade e o scbrenadante, novamente centrifugado e
(7.5C0 rpm - 60 minutos). O precipitado, ent3oc obtide, foi res

SUSpEnso em tampao Tris-HC1 10 mM, pH 7,4, a 4% e agitado



até sua homogeneizacac. Todo o processo de centrifugagac foi
= Q o,
realizadec com a temperatura oscilando entre 07 a 47C. 0s homo-

; o
geneizados foram armazenados a - 10 °C.

2.2.3 - Determinagaoc da Concentragao de Protei
nas nas Preparagoes de Membrana Celu-

lar.

A concentragao de proteinas nas prepa-
racoes de membrana celular, foi determinada pelo método de
Lowry (LOWRY e cols., 1951), utilizando-se comc padrao albumi-

na bovina (BS4).

0 perfil de proteinas, nos tubos cbti-
dos da purificagao da fragao sobrenadante do homogeneizado de
bage, foi determinadc através da absorgao de luz ultravicleta,

ne comprimento de onda de 280 nm.

2.2.4 - Procedimento Basico de Incubagao da

Membrana Celular Tirocidiana com 1311Na

0 homogeneizado de membrana tircidiana
foi iacubado,numa concentracac de 63,28 + 2,78 ug/ml, em Tris
el 10 M, pH 7,4, com 0,1% de BSA (P/V), a temperatura ambien

te e expostc ao 13lIHa (1.530.919 + 83.339 cpm/ml), por um

periode de 120 minutos. O volume final dos tubes de incubagﬁo

foi de 500 pl. Apos o término do perlodo de incubagdo, a rea-



¢éo foi

serzlisada e as proteinas précipitadas, acrescentando-

se 500 ul de aciluqam, a -flcC, de TCA a 20% (BP/V) nos tubos de
incubagae. P concentragac de TCA no volume final destes tubos
tol de 10% (B/V). A mistura foi agitada vigorosamente e, apos
L0 minutos, centrifugada (3.000 rpm — 30 minutos - doc} ;, sendo

v sobrenadante desprezado e o precipitado levadc ac contador ga

A captagac especifica fei determinada,
subtraindo-se da captagao do homogeneizade tiroidiano, a capta
vic deos Lubos brances, gue nao continham membrana tircidiana.

= - 131
2.2.5 - Estudo da Captagac de INa pelc Homo-

geneizado de Membrana Tiroidiana.

2.2.5.1 - Efeito da Concentragao do TCA

na Captacgao de e T pela

Membrana Tiroidiana.

A membrana tiroidiana, numa

cencentracac de 63,50 pg/ml, foi incubada na presenga de lBlINa
(1,4 = Juﬂ epm/ml) . A concentragac de TCA utilizada variou de
¢ 2 60% (F/V), cbtendo-se uma concentragac final nos tubos de
incvhacao de 2,5 a 30% (P/V). O TCA, nas mesmas concentragoes,
foi acrescentade a tubos, sem membrana tircidiana, para deter-
minagac da captacaoc especifica. Os procedimentos de incubagado

sequiram o métode descrito anteriormente.



2.2.5.2 - Estudo da Captagao do Homo -
geneizado de Membrana Celular
Tiroidiana em Fungao da Con —

centragio de 13liya

0 homogeneizado de membrana da
glancula tirdide, na concentracao de 69,42 ug/ml, foi incubado

com ciferentes concentragoes de l3lINa, gue variaram de 5,3

0% 2 1,9 x 10° cpm/ml, seguindo o método descritc em 2,2.4,

" captacao especifica da membrana celular tiroidiana foi obtida,

subtraindo-se da captagao total destes homogeneizados, a capta
1

cac de tubos brancos, sem membrana tiroidiana, incubados com

- - 13k ”
28 meswas concentragoes de INa e seqguindo o mesmo métcdo.

2.2.5.3 - Determinagao da Captagao de
131142 em Fungao da Concentra-
g¢ao do Homogeneizado de Membra

na da Glandula Tirdide.

Com o objetivo de determinar a
concentragao <o homogeneizade de membrana celular tiroidiana a
sex vtilizade em nossos trabalhos experimentais, foi necessario
inculber concentragoes diferentes do homogeneizado, variando de
LC,04 & 160,84 ug/ml, em presenga de lBlINa constante, ruma
concentragac de 1,7 % 10E cpm/ml. O processc de incubagaco foi

feite de acordo com o descrito anteriormente, em 2.2.4. A veri

“icacie de captagz@o de tubos sem membrana tiroidiana, incubados



nes mesmas condigoes experimentais, permitiu a obtencao da
captacac especifica dos homogeneizados de membrana celular ti-

reiciana.

2.2.5.4 - Cinética de Captagao do
1311ﬂa pela Membrana Ti=

roidiana.

Seguindo-se a metcdelogia des
crite snieriormente, a membrana celular tiroidiana foi incuba-

¢a, ne concentragao de 80,50 wg/ml, em presenca de 133

INa (1,9
107 ecpm/ml) , por periodos de tempo que variaram de 5 a 240
minutes. Ewm todos os tempos de incubagao, foram acrescidos tu-
gue n2o receberam a membrana celular, possibilitandc a de-

Lerminageo da captagao especifica, do homogeneizado de membra-

nes tempos da cinética.

131

2.2.6 - Determinagaoc da Captagao de INa pelos

Homogeneizados de Tecidos Celulares.

As membranas celulares dos tecidos ex-
~tirciciznes, nas concentragoes de 59,24 ug/ml (bago),71,72

pg/ml (coracac), 79,44 pg/ml (rim) e 56,44 ug/ml (figado),foram

incubacacs na presenca de 131INa {lL,5 x lﬂE cpm/ml) , em Tris-
ACL 10 mit, pi 7,4,com 0,1% de BSA (P/V), por um perliode de 120
minutes, & temperatura ambiente. 2 incubagao foi realizada no

volume final de 500 pl. 2 reagao foi paralisada por adigac de



TCh a 208% (F/V), & QDC, 500 ul por tubo, agitando-se vigoresa-
mente =, #pos L0 minutos, centrifugando-se (3.000 rpm - 30 mi-

G
nutes - 4°C). Og precipitados foram levados ac contador gama e,

2N o

captagoes obtidas, foli retirada a captagao dos tubes sem
hemogeneizados de membrana, para cbtengao da captacgao especlfi

¢z da membrans celular de cada tecido.

2.2.7 - Efeito de Tecidos Celulares Extra-tiroi-

dianos sobre a Captagao de 1311na pelo

Homogeneizado de Membrana Tiroidiana.

A membrana celular obtida da  glandula

tircids, na concentragac de 65,56 pg/ml, foi incubada na pre-

senga de homogeneizados de membrana de bago (59,24 pg/ml), co-

ragéo (71,72 pg/ml), rim (79,44 ug/ml), figado (56,44 ug/ml) e

haco infectade por Schistosoma mansoni (56,96 ug/ml) ,com 13lnm

-

(1,5 » 107 cpm/ml) . O procedimento de incubagac e a determina-
wec de captacao especifica foi feita de acorde com metodologie

descrita anteriormente, em 2.2.4.

2.2.8 - Efeito do Sobrenadante do Homogeneizado
de Bago sobre a Captagao de 131, %a pelo
Homogeneizado de Membrana da Glandula

Tiroide.

0 homogeneizado de membrana celular do

#rc, Je animalis normais e infectados com esquistossomose, foi



pré-incubade em tampaoc Tris-HCl, pH 7,4, por 30 minutos, a
TT“C, com agitagao continua, sendo, em seguida, centrifugado
(2.000 rpm - 15 minutos - 4°C). O sobrenadante obtido foi in-
cubado em diferentes concentragoes, variando de 2,46 a 22,32
pa/ml, na presenga de homogeneizado de membrana tiroidiana -
(42,56 pg/ml) e 131INa (1,4 % lDE cpm/ml) , comc descreve o mé
tedo ©.2.4. b incubagao de tubos sem os homcgeneizados de
rembranea celular, permitiu a determinagao da captagao especi-

fice da membrana tiroidiana, em presenga do sobrenadante do

horogeneizado de bago.

2.2.9 - Purificagac do Sobrenadante do Homoge

neizado de Bago em Sephadex G-100.

Os sobkrenadantes dos homogeneizados de

bacc, de snimais normais e infectados por Schistosoma, obti
dos pele método 2.2.8, foram eluidos em coluna de Sephadex -
G-100, medinde 1,5 centimetro de didmetro e 75 cm de compri
mento, ceon um velume de 132,54 ml (Volume morto, determinado
elo #3lue dextran, de 36 ml) e um fluxo de 0,8 ml/min. A co-
lung fci equilibrada com tampac Tris-HCl 10 mM, pH 7.4 e as

fragoes foram coletzdas em periodos de 5 minutes.

0 perfil de proteinas das fragfes co-

letacas, foi obtide atraves de metodologia descrita em 2.2.3.

atividade das fragCes recuperadas foi avaliada através da

detexrminacac de captacao de lBlINa s e B8 llJ6 cpm/ml) pela
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membrana celular tiroidiana (50,82 pg/ml). Para tal, foram re
tirades amostras de 50 ul dos tubos 14, 15, 16, 37, 38 e 33
(52,38, 33,11, 34,15, 9,09, 9,82 e 9,54 pg/ml, respectivamen
te),da filtragéo do homogeneizado de bago de animais centrolee
cos tubes 16, 17, 18, 39, 40 e 41 (32,35, 33,37, 33,59, 13,48,
1,1t = 9,9% ug/ml, respectivamente), da filtrag@o do homogenei

zadio de bage de animails esquistossomdticos.
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Eequema I: Purificag@c do Homogeneizado de Bago.

1=. rarte: Metodologia de Homogeneizacio do Tecide.

Bago de Camundongos

!

Fragmentacaoc

Homogeneizagao (Tris-HCl 10 mM,

gl 7,4, com Sacarose 0,3 M)

Centrifugacao (1.000 rpm

10 minutos - 4°¢)

Precipitado Sobrenadante
Centrifugagao (7500

rpm - 60 min- 4°C)

/

Precipitade ressus Sobrenadante
penso em Tris-HCL

10 mM, pH 7,4 (Ho-
mogeneizado de Mem

brana Celular do

Bago) .



squema I: Purificagao do Homogeneizado de Bago

“=. Parte: Frocedimento para Isolar a Protelna de Menbrana do Bago

Homogeneizado de Membrana

Celular do Bago.

Incubagdo (37°% - 30 minu

tos,agitagao constante).

Centrifugac@o(3.000 rpm-

e

Precipitadce Sobrenadante

15 minutos - EDCI.

Sephadex G-100

Eluiga@o (Tris-HC1l 10 mM

pE 7,4, 4 ml/tubo).

FragCes Recuperadas

Leitura a 280 nm terminagzo da
atividade na cap-
tacao de 1311na
pela membrana ti-

roidiana.



RESULTADOS



J = EESULTADOS

3.1 - Estudo da Captagao de 1311“& pelo Homogeneizado  de

Membrana Tiroidiana.

3.1.1 - Efeito da Concentragac de TCA na Captagao de

131IHa pela Membrana Tiroidiana.

ks proteinas do homogeneizado de membrana ti

roidiana, incubeadas com 13lINa, foram precipitadas com solugao

c= TCH, variando de 5 a 60% (P/V). Os tubos com TCA a 20% (F/V)
1311ﬂ

apresentaram & maior captacao especifica de & pelo homo

geneinado tiroidiane (6.287 & 424 cpm/ug), © gue representou
acréseing de 1,8 vezes, quando comparado aos tubos com TCA
168 (3.333 = 416 cpm/Uug) e de mais de 3 vezes, em rela
cac aos tubos com TCA a 5,40 e 60%  (P/V), como pode ser

bservade nz figura I.



1
S 5 -
10 2 3% 4 s 60
CONCENTRAGAD DE TCA (%)
FIGURA 1: Efeito da Concentragac de TCA na Captacao de

2
Y3lrNa pelc homogeneizade de membrana celu-

lar tirecidiana.

A membrana tircidiana fci incubada -
(62,50 pg/ml) com lalINa {1;4 =% lnE cpm/ml) ,
em tampaoc Tris-HCl 10 mM, pH 7,4, com 0,1%
de BSA (P/V), a temperatura ambiente, por
120 minutos. A concentragac da soluc@o, res-
friada a doc, de TCA, utilizada para parali-
sar a reagac e precipitar as proteinas, va-
riou de 5 a 60% (P/V). Os resultados sac a
média * erro padrio da captagd@o especifica,
destas membranas, em trés experimentos isola

dos.

29



3.1.2 - Estudo da Captagao do Homogeneizado de Mem-
brana Celular Tiroidiana em Funcao da Con-

centragao de 131 ¥a.

Utilizando-se concentragoes crescentes de

i

IMa, dilvidas em Tris-HCL 10 mM (pH 7,4), que variaram de
Esa ¥ 10 a l,9 x lDIEr cpm/ml, mentendc-se constante a concen-
tragac do homogeneizado de membrana celular tiroidiana e o
tempo de incubacgae, podemos observar, como mostra a figura IT,
gue @ ceptagao especifica da membrana tiroidiana, entre
1.000 ; lDH e 2.000 x 103 cpm/ml, atingiu mais de 25%,sendo 2
yveres maler do gque a ocorrida com 5,3 x 154 cpm/ml.
3.1.3 - Determinag@oc da Captagao de 131158 em Fun-
gao da Concentragao do Homogeneizado de Mem

brana da Glandula Tiroide.

Para obtermos a concentragac Stima da mem-

-rane tircidiana a ser utilizada em nossos experimentos, incu
bamos diferentes concentragoes doc homogeneizade de  membrana

10,04 a 160,04 pug/ml), na presenga de uma concentragac cons-
Eante de lBlIMa, por um tempe de 2 heoras. A figura III mostra
que @ captacac especifica da membrana tiroidiana, foi acima
de 25%, do total de lleNa utilizado, quando a concentragao

dc homogeneizado, nos tubos, foi maior do gue 40 pg/ml, ocor-

- - +
vendo @ percentagem de captacac especifica maxima (27,97 -

i) com ©0,32 pg/ml da membrana tiroidiana semi-purificada.

61
o p O



<=
J
g
< 40
(=
)
Ll
rr&j ':.!"] -||I - —
=
o
B . #_,E’///"—r
Pl = e
S , ]'/,,-'/i
= 1
= lG T
i (] i L 1 i i i o 1
L) L] 1] ] T = Y T T T
2 L b g 10 12 1w 1l 1& 20
Blina (com/me x 107)
GURR TIT: Estufe da captagao do homogeneizado de membrana celular
e - = 131
tircidiana em fungac da concentragao de INa
O homogeneizado de membrana tiroidiana foi incuba
o (52,42 ug/ml), em tampac Tris-HCl1 10 mM, pH 7,4, com 0,1% de BSA
(¥/V), ne presengs de diferentes concentragces de ljlma (5,3 = llEI'liI
1,9 % 10Y cpm/ml), a temperatura ambiente. 2pds 120 minutos, a

rergie foi paralisada com TCA a 20% (P/V), resfriado a 4°C. 0= re-
vltades representam a média z erro padrao da percentagem de capta-

céc zapecifica, destas membranas, em trés experimentos isolados.
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FIGURA [17: Determinagac da captacdo de 13l1Na em fungao da concen-

tragao do homogeneizado de membrana da glandula tirdide.

0 homogeneizado de membrana tiroidiana, em con-
Egntragéax que variaram de 10,04 a 160,64 ug/ml, foi incubado com
¢J1£Ha (1,7 % lDE cpm/ml) , em Tris-HCl 10 mM, pH 7,4, com 0,1% de
“EA (R/V) L, & temperatura ambiente. Apbs 120 minutos, a reacao  foi
isada com solugao, resfriada a 4°C, de TCA a 20% (P/V). Os re-
sultados spresentados sac a média + erro padrao da percentagem de

paral

captagio especifica das membranas tiroidianas, em trés experimentos

isclades.
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3.1.4 - Ccinética de Captag3o do INa pela Membra-

na Tiroidiana.

Utilizando-se tempos de incubagac gue varis

vam oo S o@ 240 minutos, mantendo-se constante a concentragao do

hormegenelizado de membrana celular tiroidiana e de l3lINa, pode

oS chservar gue & ceéptagac especifica, deste homogeneizado,foi
acima de 6.000 cpm/ug, guando foram utilizados tempos de incu-
bagae malcores, ou iguais, a 60 minutos, comc mostra a figura

"V, sende & percentagem de captagao especifica, nestas condi-
il e 131
¢ons, malor cues 25%, em relagiio ac total de ~~ INa encontrado

nos tubns,

3.2 - Determinagac da Captagao de 1311Nn pelos Homogenei-

zades de Tecidos Celulares.

Os homogeneizados de membrana de glandula tirdide,

131IN

vaco, coragac, rim e fligado, foram incubados com a (1,5

=ﬁ6 cpm/ml) . por 120 minutos. A figura V mostra que o homoge
neizade Je membrena tiroidiana apresentcu uma percentager de
captacac especifica (28,70 s 0,41%) 2,3 vezes acima da capta-
jac do homogeneizado de bago (12,11 T 1,83%), 3 vezes maior co
me e coptagze do homogeneizado de coraqiﬂ (9,33 Z 1,14) =

9t wveses, ou mais, acima da captagac obtida pelos homogeneiza

dos de rim (4,12 T 1,21%) e figado (3,60 T 0,98%), indicando

w . oo 33 - W 2
sex o ceptagac de INa, uma fungac especializada do tecido

ircidisnc.
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FIGURA IV: Cinética de captagido do INa pela membrana tireoidiana.

. A4 membrana tireoidiana fei incubada (80,50 ug/ml)
com ““*ma (1,9 x 10° cpm/ml) , em Tris-HC1l 10 mM, pH 7,4, com 0,1%

ie BEA (P/V), = temperatura ambiente, por perfodos de tempo que va-
riezan de 5 & 240 minutos. A reagdo foi paralisada com TCA a 20%
. ; )

Ll . v a &0

C. 0Os resultados obtidos em trés experimentos isoclades,
T o ~
fcram expressos em média - erro padrao.
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FIGURE V: Determinagac da captagzo de lina pelos homogenei

zados de tecidos celulares e glandula tirdide.

0Os homogeneizados de membrana de tirdide
(63,28 ~ 2,78 ug/ml) , bago (59,24 ug/ml), coragac (71,72 pg/
ml), vim (79,44 pg/ml) e figado (56,44 ug/ml), de animais
nommels, foram incubados com lalINa (1,5 x 105 cpm/ml) , en

Tris~HCL 10 mM, pH 7,4, com 0,1% de BSA (P/V), por um perio-
do de 120 minutos,a temperatura ambiente. A reagac foi para-
ieada com TCR a 20% (P/V), a 4°C. 0s dados s3o a média * er
padrio da percentagem de captagac especifica, destes homo
geneizador de membrana, em cinco ou mals experimentos.

< 0,01 em relagdo ao valor obtido pelo homogeneizado de

memsvana tircidiana ("t" de Student).



3.3 - Efeitc de Tecidos Celulares Extra-tiroidianos schre

& Captacao de 131 14a pelc Homogeneizado de Membrana

Tiroidiana.

n percentagem de captagac especifica da membrana ti
roicdiana incubade isoladamente (28,70 + 0,41%) ou na presenca

homogeneizados de membrana de coragao (26,12 X 1,68%), baco

(20,26 ~ 1,798), rim (9,65 = 1,87%), £flgado (7,23 ¥ 1,458) e

vace de animais esquistossomoticos (3,88 % 1,65%), com 131Ima,

pode ser cbservada na figura VI. Os resultados obtidos demons-

cram umz inikicao significativa, pelos homogeneizados de bago
(22,4%), rim (66,4%), figado (74,8%) e bago infectado por
Schistosome mansoni (86,5%), sobre a captagac especifica ce
131,

itia, pelo homogeneizado de membrana de glandula tirdide.

&

3.4 - Efeito do Sobrenadante do Homogeneizado de Bage so
bre a Captagao de lBlIHa pelo Homogeneizadc de Mem-

brana da Glandula Tirdide.

ta tentativa de isolar a substancia gue possui agao
inibit€ries sobre & membrana tiroidiana, incubamos esta membra-
pa (49,56 pg/ml) com seobrenadante do homogenasizado de bagogmé—

incubade, de animais controle, em concentragdes que variaramde

19 2 22,32 yg/ml, na presencga de lalIRa (L,2 = lﬂﬁ cpm/ml) . 2

figurs VIT mostre uma inibigao crescente da captacao especifi-
13)] = =

re de iz pelo homogeneizado de membrana da glandula tinxdi-

de, gue atingiv 12,13 2 1,50% com 22,32 pug/ml do sobrenadante
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FIGUER VI: Efeite inibidor de tecidos celulares extra-tiroidianos
lBlINE pelo homogeneizado de mem-
brana da glandula tirdide.

sobre a captagido de

A membrana celular tircidiana (65,56 pug/ml) foi

-neubada na presenca de homogeneizados de membrana do coracao
1,72 pg/ml) , bagco (59,24 ug/ml), figado (56,44 ug/ml) e baco,
BAC (), de enimais esquistossomdticos (56,96 pg/ml), com lBlINa
L5 106 cpm/ml) , seguindc metodologia desecrita em 2.2.4. Os

alcres obtidos em trés ou mais experimentos, foram expressos co-

PR i = ~ g
o média - erro padrac da % de captagao especifica do homogenei
nade de membrene da glandula tirdide, nestas condigdes experimen-

tals.

Resultado ndo significativo

"% p<& 0,025 comparado com os valores obtidos pela membrana tiroi

1"¢" de Student).

Clang
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SGULA VII: Efsite inibidor do sobrenadante do homogeneizado de
raco sobre a captagao de lallﬂa pela membrana celular

tircidiana.

P incubagac foi realizada com gquantidades cres

centes de scbrenadante do homogeneizado de bago (2,79, 5,58, 11,16
2,40 pg/ml) e uma quantidade constante de membrana tiroidiana

1311Ha (1,2 x 105 cpm/ml) . Os resul

rados 580 media - erro padrac da % de captagao aspecifica do homo

-

geneizedo de membrana da glandula tirdide,na presenga do sobrena-

ug/ml) , na presenca de

lante de homogeneizado de bago, de cinco ou mais experimentos iso

P<, 0] comparado ac contreole ("t" de Student).



o nomogeneizade de hago

2.2 - Efeitc do Sobrenadante do Homogeneizado de Bago, de

Enimais Esquistossomoticos, sobre a Captacgao de

13 rga pelc Homogeneizado de Membrana da  Glandula

Tiroide.

» membrana tiroidiana (57,94 ug/ml) incubada com o

schrenadente do homegeneizade de bago pré-incubado, de animais
esguistossomoticos (2,46 a 19,68 yg/ml), na presenca de 13114a
(1.4 » 167 cpm/ml) , apresentou um decréscimo da percentagem de

o e P 131
cepracao especifics de

(1.7¢ = 1,63%) com a maior concentragdoc (19,68 ug/ml) wutiliza

INa, que atingiu seu ponto minime -~

¢t do scbrenadante do homogeneizado de bago,destes animais,

come ooedemos observar na figura VIII,

3.6 - Purificagac do Sobrenadante do Homogeneizado de Baco

{(Enimais Controle}.

0 scbrenadante do homogeneizado de bago, de animais
centrole, =luido em coluna de Sephadex G-100, apresentou duas
cragoes (B e B). R incubagao de aliguotas (50 ul) de tubos con
tidos nestas fragoes, com membrana tiroidiana (50,82 ug/ml) ,

131

presenca de INa (1,3 x lﬂE cpm/ml) , demonstrou um maior

efeite iribitdric da frag@o B sobre a percentagem de captagio

iy

cspecifica de membrana tiroidiana, gue foi de menos de 5%,atin

k

ginde seu ponto mnim no tubo 39 (3,19 54 0,53%), como mostra a
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FIGURA VIIT: Efeito inibidor do sobrenadante do homogeneizado
de bago, de animais esquistossomdticos, sobre a
captagao de 131, pelo homogeneizado de membrana

da glandula tirdide.

A incubagac foi realizada com diferentes
concentragdes do sobrenadante do homogeneizado de bago, de
animais esquistossomdticos (2,46, 4,92, 9,84 e 19, 686 ug/ml),
2 uma ccncentraqﬁo constante da membrana tiroidiana (57,94 ug/
1311Ha (1,4 x IDE cpm/ml) . Os resultados
representam média > erro padrac da % de captacao especifica

ml) ,na presenca de

ca mambrana tircidiana, nestas condigoes experimentais, de
quatrc ou mais experimentos isolados.

* p<c 0,01 em relagac ac controle. ("t" de Student).



FIGURA IX: Purificagao do sobrenadante do homogeneizado de hago

{2nimais Controle).

0 scbrenadante de homogeneizaco de baco, de
animals normais, foi filtrade em coluna de Sephadex G-100, con
dimensces de 75 x 1,5 cm, eguilibrada com tampac Tris-lCl 10 mM

(pH 7,4). R atividade das fragSes recuperadas foi entic ava-
liada, incubando-as com membrana tiroidiana, na presenca tle
13 1ve e a % de captagao especifica da glandula tircide ¢ ax-
pressa como média - erro padrdo, de trés ou mais experimentos

iscladeos.

* P < 0,01 comparado ao controle (TIR(N)) ("t" de Student)
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3.7 - Purificagao do Sobrenadante do Homogeneizado de Bago

(fnimais Esquistossomdticos).

¢ homogeneizado de bago, de animais esquistnssomﬁtéf

wos, fci pré-incubado com tampdo tris-HCl 10 mM (pH 7,4), sen-
de o seu sobrenadante eluido em coluna de Sephadex G-100, ob-
:endo-se duas fragoes (A' e B'). A fragdo B' apresentou um

raior efeito inibitdrio sobre a percentagem de captagao especi
fica de lleNa do homogeneizado de membrana tircidiana gque, na
presenga de aliguotas (50ul) de tubos desta fragao, captou me
nos de 4%,atinginde a captagao minima de 1,74 2 0,49%, como

podemes observar na figura X.



FIGURA X: Purificagac do scbrenadante do Fomogeneizade de bage

(Animais Esquistossomdticos).

0 sobrenadante do homogeneizado de beago, de
animais esquistossomoticos, foi filtrado em coluna de Sephadex
G-100, medinde 75 x 1,5 em, equilibrada com Tris-HC1 10 mk (pE
7.,4). As fragoes foram incubadas com membrane tiroidisnz e
131

PR -
INa, sendo os resultados expressos como media - erro padrao

de trés ou mais experimentos isolados.

* P < 0,01l em relagao ao controle (TIR(N)) ("t" de Student).
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DISCUSSAOQ



4 - DISCUSSED

HWossos estudeos sobre a captagao de lElINa pela glandula

clroide, foram realizados wutilizando,como modelo hiologico,0

hemogeneizado de membrana tiroidiana.

HOLEE (19¢£) afirmou ser necessaric haver uma integridade
celular, para gue ocorresse o transporte de iodo e concluiu
nac haver uma concentragao significativa, desses lons, nos he

mogeneisados tircidianos.

LISSITEIFY e cols. (1971) incubaram células tiroidianas em

125

cultura (20C & 300 ug de DNA), com INa (0,4 a 0,8 pei/ml),

s T
3

C = apbs um tempo variavel (0 a 6 horas), precipitaramas

protelinas cor TCA a 10% (P/V). As células incubadas com TSH
(40 m7/ml) , no 69 dia de cultura, por 2 horas, apresentaram

uma c'ythgaﬁ de 25% do 125

INa total, entretanto, na ausencia
de TEE, esta captaga3o ficou em torno de 2%. Como o TSH estimu

lz = ciferenciagao dessas células, estes autores concluiram



(que o Sransporte de iodo era dependente de caracteristicas moxr
folégicas o bioguimices da membrana tiroidiana, explicandc que
on diferentes resultados obtidos, por células tiroidianas iso-
ladas, se deve a proporgao varidvel de células diferenciadas
o nac, existentes no experimento.

JIMBND & FOHM (1975) demonstraram que as celulas tiroidia-
nas permsneciam em monocamadas, guando o TSH era adicicnade ao
nmeic fde incubagdo apds 48 horas de cultivo celular e nao apre
sentavam caracteristicas de células foliculares, possuindo uma
menor capacidade de ecaptar e organificar o iodo, confirmando
relate anterior. No entanto, WADELEUX e cols. em 1978, incuban

: a i 12
deo palulas tirecidianas em cultura, com 3

INa (5wci/ml), a 37,
por €& horas, na presenga ou auséncia de TSH (0,5 UI/ml), obti-
varam uma captacac (Controle) de 5.500 cpm/ug DNA e observaram
cue as celulas em monocamadas captavam 1251Ha na mesma propor
cac gue as celulas foliculares, embora apresentassem uma orga-
nificagao deficiente.
Mutros autores, incubando células tiroidianas em cultura,

alal) EEEIUE cu lleNa { 2 yei/ml), por 2 horas, a BTDC, obtive-
can uma captacao de aproximadamente 108 do iodo utilizade (RO-

GEP o DUMONT, 1983: CHAZENEBALK e cols. 1985).

O hos

Wi

s¢ modelo experimental foi inicialmente apoiado pelas
cenelusces de TYLER e cols. (1968), de gue o processo de capta
cAc e icdo ocorria através de um carreador de membrana, que
cv= HNa' dependente. SAITO e cols. (1983), utilizando um no-

vo medeic sicldgice (vesIculas de membrana tircoidiana), verifi



caram ser o transporte, do Ion iodeto pela membrana tiroidia

- +
ne, cependente de um gradiente de Na e que ot processos de

organiiiiceag

il

o des ilons captados, bem como, a hidrdlise do ATP,

nee Iinterferism nesse macanisnmo.

it e FIFLLD (19E8) incubando fragmentos de tecido tiroi -

itano. feliculos e células em cultura, com 125IHa (L pei/ml) ,a

-
e e

177C, per 2 horas, cbtiveram uma captacgao de +25 % pelos frag
mentos de tecido (4,5 x 1073 cpm/mg) , mais significativa do do
gque & captagéo das células em cultura e follculos isolados. Es
tes autores abservaram gque a noradrenalina e o carbacol, esti-
milavam & captagao em fragmentos de tecido tiroidianc e folicu
los . enkretanto, inibiam a captaqao a nivel de células em cul-
tura, © gque indicava ser uma propriedade inerente dessas cé-

lulas.

uso de fragmentos de tecido tiroidianc, foliculos isola-
dos ou eflulas em cultura, na avaliagao de fungoes da glandula,
anresentar algumas desvantagens. 0 fragmentos de tecido, por
sossuirem varias camadas celulares, necrosam facilmente e nao
spresentem hoa difusdo do meic de incubagac. P utilizagzo de
enzines pars preparagao de follculos isolados (Tripsine e Cola
genese) , podem alterar suas propriedades de membrana. A respos
inilbitérie diferenciada das células tircidianas em cultura
(REGT e FIELD, 1588), nos obrigam a uma melhor avaliagao des-
ses modelos.
131

vaptacac de INa pelos homogeneizados de membrana ti-



e P . 5
reidiana (20,70 - 0,41%), foi bem mais significativa de gque os

rezultados obtides através de outros modelos experimentais,des

5]

uritos antericrmente.

Messos resultados demonstraram que o homogeneizado de
rembrans  tircidiana, apresentou uma captacac bem mais elevada
e qu= o5 homcgeneizados de outros tecidos,comprovando, assim,
a validade de nosso modelo biolfgico. Observamos que a capta
gae € inibida significativamente na presenca de homogeneizados
celulares de bago, figado e rim, em condigdes normais. O homo-
seneizado de bage, de animais esquistossomoticos,apresentouums
inibigac do captagac de lleHa mais pronunciada do gue os valo
res observados para o figado e rim, sendo estes Orgacs ricos
=i delodineses nas suas fragoes microssomais como Gemonstram

CHOTRPR ¢ colo. 1278 e GOSWAMI & ROSEMBERG, 1984.

Como 2 membrana celular é rica em proteinas e receptores
que sZo cepaces de modular a agao fisicldgica das células
(DJIENE e ceols. 198l), nos tentamos isolar uma proteina gque
-presente caracteristicas inibitdrias sobre a glandula tirdi-
de. Este estudo foi especifico em fungao do bago, visto que,na
lLiteratura temos varias citagoes de sua importancia nos distix
hios enddcrinoes ocorridos na esguistossomose (MARQUES, 15944,
MAEDI e BASSALY, 1955; FERBEIRA, 1957; COSTA e cols. 1980). 2As
sim, chbservamos que o scbrenadante, obtido apds pré —incubagao
¢o homogeneizado de bago, incubado na presencga de glandula ti-

13 -
roide, com lINa, apresentou uma inibigac significativa,maior



do que = obtida com homogeneizados, da captagao do radioisdto
o pela membrana tiroidiana. Esta agEﬂ, foi mais acentuada com

¢ scbrenadante de bago de animais infectados por Schistosoma

mansoni, como fol observado nas figuras VII e VIII.

hpés a verificagio da atividade inibitdoria desta proteina,
purificamos o sobrenadante em coluna de Sephadex G-100, onde
chtivemes duss fragdes. A fragcao B (animais controle) e B
{enimais esquistossomoticos), figuras IX e X, apresentaram um
weiecr efeito inibitdrie, sende este efeito mals acentuadona

o -I;E'C: B

o gue confirmou resultadeos anteriormente cbtides.

zcac inibitdria do bago sobre a glandula tirdide, foi
iricialments demonstrada por PORTELE LADOSKY (1277), aue
trangplantande locbos tiroidianocs para o bago e rim, mantendo
oy animais = temperatura ambiente, observou um decréscimo sig

nificative do T, sérico, apds 60 dias do transplante.

¢ caracterizag@o da proteina do bago, bem como, o estudo
do mecanismo através do gual, esta proteina, inibe a captagao
1E tilIua pels membrana celular tiroidiana, terd prosseguimen
rn em nossc laboratorio, visando dar um maior esclarecimento

sohre a fisicpatologia dos distirbios endbcrinos encontrados

ne esguistossomose.
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CONCLUSOES

- L captagac de lElIHa pelo homogeneizado de membrana ti-

roidizana, demonstrou ser uma fungao especifica destes
tecides, confirmando a eficicia do modelo bioldgico uti

lizado em nossos experimentos.

- 05 homogeneizados celulares de bago, rim e figado, ini-
biram significativamente a captagao de lalIﬂa pela mem-

branz tiroidiana.

- 0s sobrenadantes, do homogeneizado de bage pré-incuba-
; apresentaram uma maior atividade inibitéria quando

comparado acs homogeneizados celulares.

iz tentativa de isolar a proteina do sobrenadante, de
horcgeneizado de bago, obtivemos uma fragdo com maior

afeite inibitdrio.

2 baco de animeis esquistossombticos, apresentou uma

agac inibitérie mais acentuada scbre a captacao de
131 o
Itz pelez membrans tiroidiana.
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