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RESUMO

Descrevemos um método para a separacdo e determinacdo dos
hormonios tiredideos- 1251 nos homogeneizados de tiredide de ratos apés
a administracdo de lodeto- 1251 usando a Cromatografia em Camada
Delgada.

Apé6s a padronizacdo o mesmo método foi aplicado ao homoge-
neizado de um Tunicado: Ciona intestinalis L.

DETERMINATION OF 1251 - THYROID HORMONES IN THE RAT THYROID
BY THIN LAYER CHROMATOGRAPHY AND ITS APPLICATION TO A
TUNICATE, CIONA INTESTINALIS L.

SUMMARY

A method for the separation and determination of thyroidal hor-
mones- i2H with Thin-Layer Chromatography in thyroid homogenate
of rats after the administration of lodide- 12H is described.

After the standartization the same procedure was applied to
the homogenate of the Tunicate Ciona intestinalis L.

INTRODUCAO

O interesse nos efeitos bioldgicos da tiroxina e seus analogos cres-
ceu enormemente ap6s Gross e Pitt-Rivers (1951) P) terem demons-

* [Este trabalho foi realizado no Departamento de Zoologia da Universidade
de Nottingham (servico do Prof. E. J. W. Barrington) com o auxilio da
C.N.E.N. (Comissdo Nacional de Energia Nuclear do Brasil).



trado a presenga de 3, 5, 3’ triiodotironina na glandula tiredidea e no
meio circulante humano.

Assim, varios métodos foram descritos para a separacdo por cro-
matografia em papel dos iodoaminoéacidos e compostos relacionados(2).

Entretanto, a separacdo por cromatografia em papel requer de 18
a 72 horas para o desenvolvimento do cromatograma no tanque o que
acarreta consequentemente um aumento da desiodacdo dos hormé-
nios (3)-

A cromatografia em camada delgada ¢ um método simples e
rapido de separagcdo e passou a ser usada com muito sucesso na ana-
lise de varios tipos de compostos (4).

Este trabalho teve particularmente a finalidade de investigar a
aplicagdo da cromatografia em camada delgada na analise de cada
horménio tiredideo #*(T3 T4 e seus precursores **(MIT, DIT) nos
fluidos bioldgicos.

Todo o método e os sistemas para cromatografia em camada del-
gada aqui descritos foram eficazes na separacdo de misturas contendo
hormonios tiredideos e seus precursores. O trabalho foi realizado
usando primeiramente tiredide de rato, marcada com 1A, com o pro-
pésito de calibrar o sistema de varredura e selecdo dos melhores sol-
ventes para cromatografia em camada delgada para, depois, ser apli-
cado aos homogeneizados de Ciona intestinalis L.

MATERIAL E METODO

a. Tire6ide de ratos: Injetou-se uma série de animais com 200
iiCi de 13 cada e decorridas 24 horas eles foram sacrificados, remo-
vendo-se a glandula tiredidea.

Cada glandula foi homogeneizada num homogeneizador tris-R,
inicialmente com 0,2 M NaCl contendo anti-oxidante (metil-mercapto-
-imidazol) e depois com tris-salina pH 8,3 fria, usando o minimo vo-
lume possivel de tampado.

b. Ciona intestinalis L.: Incubou-se uma série de tunicados em agua
do mar contendo 200 jiCi 1H/litro, durante 5 a 10 dias, sendo a &gua
trocada diariamente.

** Abreviacdes usadas: T4 = L-tiroxina, T3 = L, 3,5, 3’triiodotironina, DIT =
3, 5, diiodotirosina, MIT = ? Monoiodotirosina, NHC1 = &cido cloridrico nor-
mal, fxCi = micro Curie, NaCl = cloreto de s6dio, NH4OH = — hidréxido
de amonio, B.D.H. = British Drugs House, N NaOH = hidréoxido de sédio
normal, U.V = lampada ultra-violeta.



c. Hidrolise: Todos os passos descritos a seguir foram 0s mesmos
tanto para o material proveniente dos ratos como dos tunicados: hi-
drolizou-se os homogeneizados com Pronase tamponada (protease bac-
teriana adquirida do B.D.H.) na concentracdo de 0,5% durante 6 a
8 horas, a 37°C, em recipiente escuro e atmosfera de nitrogénio, com
agitacdo constante (3).

d. Extracdo dos compostos marcados (MIT, D1T, T3e TA\ Apos a
hidrolise o homogeneizado foi acidificado (pH < 2) com gotas de
N-H Cl e em seguida extraido trés vezes com metade do seu volume
com n-butanol

e. Remocdo dos precursores (MIT, DIT) hormonais do extrato bu-
tandlico: A seguir o extrato butanélico foi alcalinizado (pH > 7,4)
com N NaOH e lavado duas vezes com A&gua, assim todo MIT e DIT
passam para a fase aquosa deixando as iodotironinas (T3e TJ na fase
butanélica (5>

f. Concentragdo dos extratos: Os extratos butandlicos (T3 e T4 e
aquoso (MIT, DIT) foram reduzidos ao menor volume possivel

com pressdo reduzida num evaporador rotativo a vacuo (Rotava-
por — R) (67>

g. Eluicdo: Apds a concentracdo, as amostras foram dissolvidas em
0,2 ml de etanol (95%) e NH4H concentrado (1:1 v/v) estando
assim prontas para a andlise por cromatografia em camada delgada.

h. Chomatografia em camada delgada (C C.D.): Todos o0s rea-
gentes usados para C.C.D foram analiticos e os melhores resultados
foram obtidos equilibrando, em temperatura ambiente, os solventes
relacionados na Tabela 1.

As placas para C.C.D. foram preparadas usando-se dois adsor-
ventes diferentes de acordo com varios autores: Silica gel G e celulose
microcristalina, porém todas as placas tiveram a espessura de 0,25 mm
de camada adsorvente.

Usaram-se sempre padrdes ndo radioativos das substéncias (MIT,
DIT, T3 e T4 juntos na mesma placa em concentra¢cdes usadas por
outros autores (s) e seguindo o processo recomendado por eles (89 10>



i. Identificacdo por UV : Apds o desenvolvimento do cromato-
grama as placas de cromatografia em camada delgada foram secas e
examinadas com luz ultra-violeta (short wave (2537) radiation lamp),
fornecida pelo aparelho: Chromatolite U V Hanovia equipment.

j.  Varredura das placas de C.C.D.: Seguindo-se a identificacdo pe-
la lampada U V as placas foram varridas em um sistema semelhante ao
descrito por Osborn e Simpson (12>e por Wayne e Chavre (13) usando um
detetor de cintilacdo para 1A da Panax acoplado a um medidor de
razdo (ratemeter) e um registrador (flat-bed chart recorder SREC-2).

k. Revelacdo das manchas: Apos a varredura, as placas foram va-
porizadas com as diferentes misturas: 0,2% ninhidrina para revela-
¢do de amino grupo; 0,1% Pd Cl2para revelagdo de iodo e a mistura
sulfato cérico, arsenito de sédio e azul de metileno para revelagédo
de iodoaminoéacidos no geral(14).

1 Recuperagdo dos compostos marcados: Cada regido da amostra
correspondente ao padrdo colocado ao lado no mesmo cromatograma
foi raspada da placa, dissolvida em agua e medida a radioatividade num
detetor para radiagdo gama (autogamma analyser attached to a
Packard n.° 3375 trichannel scintillation counter).

RESULTADOS

O resultado da determinagdo por C.C.D. dos iodoaminoacidos usan-
do seis solventes diferentes, relacionados na Tabela | sdo apresenta-
dos nas Tabelas Il e Ill, onde assinalamos também a percentagem de
cada composto na analise total.

Com relagdo as Tabelas Il e 11, verificamos que os solventes aci-
dos (Tabela IIl) propiciaram melhor recuperacdo da tiroxina: 14,23%,
15,80% e 10,90% com os solventes numero IV, V e VI respectiva-
mente.

As Tabelas IV e V apresentam os resultados da varredura das
placas de C.C.D. e a autorradiografia dessas placas onde temos uma

6tima discriminacdo de cada composto pesquisado na varredura com
0 emprego do método ora descrito.



TABELA |

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

Solventes alcalinos tendo como absorventes:
Silica Gel G

I.  Alcool amilico terciario: acetona: 2N-NH4OH (25:8:7)
Il.  Acetato de etila: metanol: 2N-NH4OH (100:40:60) usar a fase superior
I1l. n-Butanol saturado com 2N-NH40H

Solventes acidos tendo como absorventes:
Celulose em poé

IV Acido féormico: agua (1:5) com 0,3 g/l de tiosulfato desddio
V  Acetona: 0,5 N acido acético (2:8)
VI. Butanol terciario: 2N-NH4OH: cloroférmio (376:70:60)

Assim, com o processo acima descrito selecionamos o solvente n.°
IV, acido férmico e agua para a analise do hidrolizadode Cionaintes-
tinalis L. e a Tabela VI nos da a radioatividade das manchas separa-
das por C.C.D. com especiad referéncia a atividade da regido corres-
pondente a tiroxina encontrada nos cromatogramas de homogeneizado
da tdnica e do corpo dos animais.

Portanto, com o emprego da técnica descrita pudemos separar a
tiroxina de seus precursores e identificar sua marcacdo contando com
grande precisdo a regido do cromatograma correspondente a T4 e
usando somente 20 ,jA de amostra.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

O problema da biossintese tiredidea, nos vertebrados dito inferio-
res, principiou ha muito tempo atrds. Cameron <5>16> demonstrou por
analise bioquimica, quantidades significantes de iodo nos tunicados.

Barrington e Franchi 47>e Barrington <8> demonstraram a fixa-
cdo de radioiodo por Ciona intestinalis L. e Roche et al. (19> deram

também em Ciona a distribuicdo dos compostos radioiodados no endds-
tilo e na camada externa da tdnica.

Na mesma espécie animal, ainda Roche et al. <0>21> demonstra-
ram que a percentagem de tiroxina em animais sem tlnica sofre uma
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grande reducdo bem como a captacdo do iodo também ¢é reduzida em
animais nessas condicdes.

Barrington e Thorpe (2>23>2) demonstraram a presenca de iodo
ligado na regido do endostilo e faringe de Ciona intestinalis L. e ainda
a presenca de MIT, DIT e tiroxina nos extratos do mesmo animal (25)-

Concluindo, a biossintese tiredidea neste tunicado Ciona intesti-
nalis L. estd bem estabelecida e com o nosso trabalho selecionamos
uma técnica muito boa para separar e identificar a tiroxina; usando
a analise por cromatografia em camada delgada, aliada a autorradio-
grafia e varredura dos radiocromatogramas obtivemos uma Otima re-
cuperacdo das fracbes hormonais e precursoras usando pequena quan-
tidade de amostra.

O presente método pode ainda ser empregado em qualquer tipo
de homogeneizado tiredideo e em particular ao de tunicado.



Com este trabalho confirmamos os de Barrington e Roche no
mesmo campo e introduzimos a cromatografia em camada delgada
na endocrinologia comparada, usando principalmente material oriundo
de tunicados.



TABELA VI

Ciona intestinalis L.: Determinacdo da radioatividade nas manchas de cromato-
grafia em camada delgada de tiroxina, e 3 monoiodotirosina mais 3-5 diiodotirosina

Média das medidas de 10 animais (20 jA cada)

Tiroxina MIT + DIT
C.P.M. D.P. C.P.M. D.P.
4668 = 19 6.062 + 38
Tunica 4717 =+ 15 6.133 + 12
4699 =+ 3 6.152 + 25
M = 4.695 M = 6.116
Corpo 2.097 + 13 4814 + 16
2082 =+ 24 4849 + 8
2.168 =+ 36 4.848 + 7
M = 2116 M = 4837
R.D.F = 150 + 3 153 + 2
Abreviagbes: C.P.M. - contagem por minuto
R.D.F = radiacdo de fundo
M. — média
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