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IODINE METABOLISM AND BLOCKADE BY 6-PROPIL-2-TIOURACIL
BY TUNICATES

Ascidia nigra (Savigny), 1816

RESUMO — A pesquisa em Ascidia nigra sbbre a sintese
de proteinas e hormdnios iodados em grupos de animais
normais e animais préviamente bloqueados pela incubacédo
em 6-propil-2-tiouracil, deu como resultado os seguintes
valores:

1. Taxa de captagdo de 13l pela massa visceral total do
corpo.
1.1 Reducdo de 51,8% desta taxa nos animais bloquea-
dos em relacdo aos normais;

1.2 Reducdo de 33,6% do PBI13 nos bloqueados em
relacdo aos normais;



1.3 Reducdo de 78,7% do BEI13L nos bloqueados em
relacdo aos normais.

2. Taxa de captacdo do 131l pela tinica total: Redugdo de
66,7% nos bloqueados.

3. Taxas de captagdo de 131l pelas varias regides dos ani-
mais, sifdo oral, sifdo anal, endéstilo, coracdo, cesta
branquial, rim de acumulagdo e intestino, génadas: Ha
reducdo acentuada (ao redor de 75%) nos animais blo-
queados, porém o teste de Tukey revela que os valores
médios em tddas as regides foram reduzidos homoge-
niamente, com excecdo das gbnadas que apresentam va-
riacBes e que se acredita sejam estacionais.

4. Taxas de captacdo de 131l por grama de tecido nas di-
versas regifes citadas no item 3. Nota-se reducdo acen-
tiada (também ao redor de 75% em tddas as regifes)
revelando-se, porém, pelo teste de Tukey, que éste blo-
queio é mais acentuado na regido do endostilo.

5. Conclui-se, portanto, que o metabolismo do i6do em
Ascidia nigra segue a mesma seqliéncia hormonal basica
encontrada em outros cordados.

6. O 6-propil-2-tiouracil age como droga bloqueadora,
principalmente da sintese de T3 e T4, sendo éste blo-
queio mais acentuado na regido do enddstilo, o que leva
a admitir éste 6rgdo como precursor funcional da ti-
redide dos Vertebrados.

ABSTRACT — Synthesis of proteins and iodinated hormo-
nes in a Tunicate Ascidia nigra (Savigny) 1816, and the
comparition of one group of normal and other blockaded
with 6-propil-2-tiouracil were situdied and supported fol-
lowing. Conclusions:

| — Up-take of 13U by the total visceral mass of the
body of Ascidia nigra:

a — Reduction of 51,8% in blockade animals in
relation to normals in the same condition,

b — Reduction of 33,6% in the P.B.I1.131 in blockade
animals in relation to normals,

¢ — Reduction of 76,7% in the B.E.I.131in blockade
animals in relation to normals.



Up-take of 131 by the total tunic of Ascidia nigra:
Reduction of 66,7% in blockade animals in relation
to normal.

Up-take of 131 by various regions of the body —
oral siphon, anal siphon, endostyle, heart, bran-
chial sacs, kidney of accumulation and intestine,
gonads: Reduction of 75% in the blockade animals,
but the Tukey test showed that the reduction was
homogeneal in all regions excepts the gonads (sea-
sonal variations).

Up-take 131l per gram of tissue in various regions
(same of item 111) of the body of Ascidia nigra:
A great reduction too, around 75%, but the Tukey
test showed that the blockade is only more remar-
kable in the endostyle.

CONCLUSIONS — 1. The metabolism of iodine in the Tu-
nicate Ascidia nigra is identical of that found in all verte-

brates.

2. The 6-propil-2-tiouracil in this animals blocks

the synthesis of Thyroxine (T4) and 35,3, tri-iodotironine
(T3) and the blockade is more intense in the Endostyle
an organ probable percursor of the Thyroid gland.



INTRODUCAO

Embora date de mais de um século o conhecimento sébre
0 tedr de i6do no homem em relacdo com as fung¢des da tiredi-
de, somente nestas Ultimas décadas é que, principalmente pela
aplicacdo dos is6topos radioativos, puderam esclarecer-se
alguns mecanismos desta importnte funcdo, em especial nos
Vertebrados.

Quanto aos Invertebrados, a capacidade de sintese de hor-
moénios iodados foi intensamente investigada entre outros por
ROCHE (1952, p. 45), GORBMAN (1955, p. 336), ROCHE e
JOUAN (1956, p. 1701), LELOUP e FONTAINE (1960, p.
316) e, ndo obstante, ainda é um dos temas que apresenta
numerosos pontos a espera de estudos acurados para o0 neces-
sario esclarecimento. As substancias iodadas nesses animais
seriam apenas esclero-proteinas iodadas inertes ou proteinas
com capacidade de acumular horménios iodados hidrolizaveis
de acordo com a necessidade do animal.

A presenca de tecido tireoideo tipico, isto é um tecido
epitelial de origem ectodérmica do tipo vesicular, formando
foliculos, como na glandula tiredide, aparece bem caracteri-
zada na escala zoologica somente a partir dos Cicléostomos e
Tele6teos (GORBMAN e BERN, 1962, p. 100), em pequenas ve-
siculas esparsas na regido da faringe. Ja em 1965, GORBMAN
(p. 343) admitia que os sacos em que se formam as iodo-pro-
teinas perdem seu duto e tornam-se verdadeiros 6rgdos endo-
crinos quando seu contetdo é lancado diretamente no sangue.

Estudando os Cordados, GORBMAN (1954, p. 3), in-
dica o endéstilo, estrutura ciliada da regido média do fa-



ringe do Amphioxus e dos Tunicados como anatomicamente
homologo a tiredide, mas esta homologia ainda é duvidosa.
Sem dudvida é um dos 6rgdos de alta capacidade de concentra-
¢ao do i6do.

De modo especial, relativamente aos Tunicados — o0s
Cordados mais estudados quanto ao metabolismo do iédo e a
biossintese hormonal — sdo dignas de referéncia as pesquisas

de SALVATORE, VECCHIO e MACCHIA (1960, p. 1380) em
Clavelina lepadiformis, as de ROCHE, RAMETTA e VARRO-
NE (1962, p. 1964) em Salpa maxima Forskal e ainda os mais
recentes déstes mesmos autores (1964, p. 277) em Ciona intes-
tinalis L. e, finalmente, as de BARRINGTON (1964, p. 23) que
demonstraram a existéncia do mecanismo da hormoniogénese
com o emprégo do i6do radioativo.

Quanto aos Cefalocordados, citam-se os trabalhos de
OOVELLI, SALVATORE, SENA e ROCHE (1960, p. 1165),
em Branchiostoma lanceolatum (Amphioxus) em que foi de-
monstrada a presenca de um centro de iodagdo protéica no
endostilo, posteriormente confirmada por BARRINGTON
(1962, p. 202). O endostilo é reconhecido como auxiliar para
tomada de alimento (HUUS, 1937, p. 588) portanto perten-
cente ao trato digestivo.

Por sua vez, ROCHE, SALVATORE e RAMETTA (1962,
p. 164) chegaram a conclusdo de que o mecanismo da hormo-
niogénese parece idéntico em todos os Cordados (Urocorda-
dos, Cefalocordados e Vertebrados), observando-se o inicio da
sintese hormonal tireoidea a partir dos Urocordados.

H&, porém, restricbes quanto a funcdo dos endéstilo, o
qual ndo seria um o6rgdo com funcdo tireoidea tipica, tendo
sido demonstrado em seu epitélio apenas um centro de ioda-
¢do protéica (GORBMAN 1941, p. 192; BARRINGTON 1962,
p. 203) e outro na tinica (ROCHE, SALVATORE e RAMET-
TA 1962, p. 154).



Estes dados colhidos na bibliografia recente levam, por-
tanto, a admitir ser ainda duvidosa a existencia de um tecido
de funcdo tireoidea nos Protocordados, e, na opinido dos au-
tores citados, a presenca de uma estrutura tireoidea nesses
animais estd a exigir novos estudos. DODD e MATTY (1964,
p. 305), no entretanto, asseveram categoricamente que o0 en-
dostilo é o progenitor da glandula tiredide.

As informacgle colhidas na bibliografia sébre as funcdes
do enddéstilo ndo sdo concordes. Por outro lado, e como se
vera no decorrer do presente trabalho, ndo é ésse 6rgdo o
Unico capaz de concentrar o iodo. Nos Tunicados o endéstilo
¢ um Orgdo caracteristico e além désse 6rgdo, outros existem
nestes animais que seriam capazes de tal concentracdo. Pa-
receu, pois, de interésse investigar éste importante tema, na
expectativa de procurar confirmar ou ndo ser o endostilo o
precursor da tiredide. Assim, por sugestdo do Prof. Paulo
Sawaya e da Profa. Dra. Verdnica Rapp de Eston, fui levado
a tratar déste problema, principalmente com o intuito de
tentar dirimir as ddvidas que ainda permanecem quanto a
existéncia de uma verdadeira funcdo tireoidea nestes animais
(Tunicados).

No decorer déstes estudos, de conformidade com a mo-
derna bibliografia a respeito, verifiquei outros pontos impor-
tantes ainda ndo esclarecidos, principalmente no que se refere
ao metabolismo do i6do na tdnica que reveste a massa Vvis-
ceral e em outros 6rgdos internos. Gracas as facilidades que
me foram concedidas pelo Instituto de Biologia Marinha e
pelo Centro de Medicina Nuclear, ambos da Universidade de
Sao Paulo, foi possivel atacar éstes problemas com a moder-
na técnica dos isétopos radioativos. Parece-me que pela pri-
meria vez, se faz o estudo das func¢Bes endocrinas nos Tuni-
cados com o bloqueio da fung¢do tireoidea pelo 6-propil-2-tiou-
racil.

Assim, no presente trabalho tratarei dos seguintes td-
picos :



1. avaliacdo do metabolismo do i6do na massa visceral total
do corpo, em toda a tunica de Ascidia nigra, um dos Tuni-
cados mais frequentes do litoral do Estado de Sdo Paulo;

2. verificacdo do metabolismo i6dico e os respectivos valo-
res médios em cada um dos diferentes 6rgdos da massa
visceral do animal;

3. determinacdo das alteracfes do metabolismo idédico apoés
tratamento do animal por 6-propil-2-tiouracil, um dos
reconhecidos bloqueadores da funcao tireoidea.

MATERIAL E METODOS
2.1. Material

As Ascidia nigra (Savigny), 1816 provieram do litoral
paulista, regido de Sao Sebastido, coletadas nos méses de ja-
neiro a outubro.

Como se sabe, éstes Tunicados vivem no litoral inferior
aderentes aos diversos substratos, principalmente rochas, su-
portes de cais e de flutuadores. Assim sdo encontrados no
litoral de S&o Sebastido, nos arredores dos laboratorios man-
tidos pelo Instituto de Biologia Marinha da Universidade de
S&do0 Paulo, localizados na praia do Segredo (23° 48" 7” S;
46° 23’ 29”7 W).

Colhidos nas diversas praias, foram levados para o labo-
ratorio e ai mantidos com &gua salgada corrente. S&o animais
que vivem bem nestas condicles, aderindo por vézes as pare-
des dos aquarios.

Utilizaram-se sempre animais adultos, de grande porte.
As experiéncias efetuavam-se a temperatura ambiente que se
manteve ao redor de 20° C.



2.2.1. Técnica Geral

Logo apo6s a coleta, os animais eram lavados com &gua
do mar artificial, segundo PANTIN (1948, p. 63), isenta de
i6do, a fim de se removerem os detritos aderentes.

Todas as experiéncias foram feitas simultaneamente em
dois grupos, sendo um testemunha e outro bloqueado por subs-
tancias antitiredideas.

Grupo normal: as ascidias foram pesadas e colocadas
cada uma em um béquer contendo 200 ml de agua do mar
artificial, isenta de i6do.

Grupo blogueado: meia hora antes do inicio da expe-
riéncia propriamente dita, acrescentaram-se aos 200 ml da
mesma agua do mar artificial 100 mg de 6-propil-2-tiouracil
(PT), do que resultou uma concentracdo de 0,5 mg/ml de
substdncia anti-tireoidea, concentragdo esta suficiente para o
blogueio do acoplamento das tirosinas iodadas. (THOMAS
1956, p. 203; UNO, YAMADA e GREER 1961, p. 582). Em
seguida, acrescentaram-se a cada béquer 35 /xCi(microcuries)
de 13 sob a forma de Na 13ll.

Apbs 6 horas de incubacdo a 21°C + 0,5°C na solucdo
radioativa, os animais foram lavados em &gua do mar cor-
rente durante 30 minutos, para se remover todo o Na 13l
adsorvido e ndo incorporado as células.

Em seguida, os animais foram preparados de acordo com
a finalidade da respectiva experiéncia, o que serd descrito nos
respectivos capitulos.

Tddas as medidas radioativas foram feitas num conjunto
Escalimetro-Ratemeter modélo SR. 02 n.° 1108 (Centro de Me-
dicina Nuclear), com detector de cintilagdo do tipo pogo, mo-
délo Phillips: PW 4.111 N.R.C. 965c, cristal de iodeto de
sodio: Nal (TI), com 37,5 mm de diametro, 45 mm de altura
e pogo com 11 mm de didmetro e 34 mm de profundidade.



2.2.2. Captagdo e distribuicdo de "'/ na tdnica e na massa
visceral total

Os animais preparados como descrito em 2.2.1. foram
dissecados e separados em duas partes: tUnica e massa Vis-
ceral total, sendo ambas pesadas.

Da tUnica, retiraram-se pequenos pedacos de varias regides,
que, depois de pesados em conjunto, foram seccionados e colo-
cados em tubo de ensaio apropriado para medida radioativa
no detector de cintilagdo tipo poc¢o. As medidas foram feitas
no conjunto descrito em 2.2.1.

A massa visceral de cada animal foi primeiramente sec-
cionada com tesoura sdbre a placa de Petri, e em seguida,
recebeu 5 ml de &cido tricloroacético a 20% e homogeneizan-
do-se o total em triturador de tecido (tipo «Teflon-Pestle tis-
sue grinder» Arthur Thomas n.° 4288 B). Completou-se a
volume constante com o mesmo &cido tricloroacético (20 ml).

Fez-se a medida da radioatividade em aliquota de 1 ml
retirada do volume total do homogeneizado, no conjunto des-
crito em 2.2.1.

Os resultados obtidos serviram para calculo de captacédo
de 13U por grama de tecido, tanto da tdnica, como da massa
visceral total. Em seguida determinou-se o valor médio da
captacdo dos grupos normais e dos bloqueados, o intervalo
de confianca para os dois grupos e a percentagem de reducéo
da média dos normais em relacdo a média dos bloqueados.

2.2.3. Captacdo e distribuicdo do 131 nas diversas regifes
da massa visceral total

Animais preparados conforme a descrigdo em 2.2.1. fo-
ram a seguir dissecados e separados em duas partes: tunica
e massa visceral, sendo ambas pesadas.

Da tdnica tirou-se uma amostra para a medida radioa-
tiva, conforme 2.2.2.



Separaram-se as seguintes regides da massa visceral, apés
cuidadosa disseccdo de cada animal: sifdo oral, sifdo anal,
enddstilo, gbnadas, coragdo, cesta branquial e rim de acumu-
lacdo juntamente com o intestino.

Cada regidao foi primeiramente seccionada com tesoura
sbbre placa de Petri, adicionando-se, em seguida, 5 ml de
acido tricloroacético a 20%, depois homogeneizada, e comple-
tando-se a volume constante conforme 2.2.2.

As medidas radioativas foram feitas em aliquotas de 1 ml
em detector de cintilagdo tipo pogo.

Das medidas anotadas, foi calculada a captagdo de 13l
total e por grama de tecido, tanto da tunica como de cada
parte da massa visceral considerada. Estes resultados servi-
ram para o calculo do valor médio da captacdo para o grupo
dos animais testemunhas e dos bloqueados, do intervalo de
confianca para os dois grupos, e da percentagem de reducéo
da média dos animais normais, em relagcdo a média dos blo-
gueados.

2.2.4. Determinacdo do ,3, ligado as proteinas
(PBI~1S) na massa visceral total

Para as determinacfes do PBI1'13l usou-se o método ini-
cialmente descrito por CLARK et al (1949, p. 331). Dividi-
ram-se os animais em dois grupos, sendo um normal e outro
préviamente bloqueado pelo PT.

Os animais de cada grupo foram preparados conforme ja
descrito em 2.2.1. e ap6s a incubacado, dissecados, separando-
-se a tunica e a massa visceral total.

A massa visceral total foi homogeneizada, completando-se
o0 volume constante pela técnica descrita em 2.2.2.

A medida radioativa da aliquota de 1 ml foi feita no cin-
tilador tipo poco, sendo éste resultado (A) considerado como
valor do extrato total.

Apob6s a medida, a aliquota do homogeneizado foi centri-
fugada a 2.500 r.p.m. durante 15 minutos, para a precipitacdo



de tédas as proteinas (Centrifuga MSE, MED, 1LM, n.° 67484,
MSE, Ltd. London).

Desprezou-se o sobrenadante.

Acrescentou-se ao precipitado 1 ml de NaOH IN e, apo6s
agitacdo, fez-se a medida radioativa no mesmo cintilador.
Esta medida (B) representa o valor do 13l ligado as protei-
nas (PBI1~13D).

B
A percentagem do PBI"13l seré: e x 100%

Com os dados obtidos calculou-se, para a massa visceral
total, o valor médio da percentagem do PBI'm, para os dois
grupos, normal e bloqueado, o intervalo de confianca para os
dois grupos e a percentagem de reducdo da média dos normais
em relacdo a média dos bloqueados.

2.2.5. Determinacdo dos compostos iodados (Tse TUu* ex-
traidos pelo butanol B E 111 na massa visceral total

O estudo dos compostos, T3 e T.,, extraidos pelo butanol,
baseou-se nos trabalhos de INGBAR, FREINKEL, HOE-
PRICH e ATHENS (1954, p. 388), fazendo-se a comparacédo
de grupos normais e bloqueados por drogas anti-tiredideas.

Os dois grupos foram preparados e incubados conforme
descrito em 2.2.1.

Apo6s a incubagdo, os animais foram dissecados, separan-
do-se a tlnica e a massa visceral total. Esta foi seccionada
com tesoura numa placa de Petri. Adicionaram-se 5 ml de
NaOH 2N e, seguindo-se, homogeneizacdo segundo a técnica
descrita em 2.2.1.

Completou-se com o mesmo NaOH 2N o volume do homo-
geneizado, de modo a manté-lo constante (20 ml).

Uma aliquota de 1 ml foi medida em cintilador tipo pogo
representando o valor do extrato total (A).

* T3 : 3,5,3" triiédotironina;
T4 : 35.3'5 tetraiddotironina ou tiroxina



Em seguida, a aliquota do homogeneizado foi centrifu-
gada a 2.500 r.p.m. durante 15 minutos para a precipitagéo
de tddas as proteinas. Desprezou-se o sobrenadante.

Ao precpitado adicionaram-se 5 ml de butanol acidifi-
cado com HC1 0,1N segundo ROCHE, SALVATORE e RA-
METTA (1962, p. 154) para a extracdo dos hormonios tiredi-
deos (T3e T4). A solucdo foi agitada por meio de um bastéo
de vidro e centrifugada novamente a 2.500 r.p.m. durante 10
minutos.

Apds a centrifugacdo, retirou-se, com uma pipeta de Pas-
teur, o sobrenadante que é o extrato butandlico, e que foi
transferido para outro tubo de medida.

Adicionou-se ao precipitado novamente butanol acidifi-
cado e extraiu-se mais duas vézes, reunindo-se todos os extra-
tos butandlicos num sd tubo de medida.

Mediu-se agora a radioatividade total do extrato buta-
nélico da massa visceral total de cada animal, representando
esta medida (B) o BEL13L

B
A percentagem do BEL 13l foi: N x 100%

Com os resultados registrados calcularam-se para a
massa visceral total das ascidias: o valor médio do BEI~13
do grupo dos normais e dos blogqueados, o intervalo de con-
fianca para os dois grupos e a percentagem de reducdo da
média dos normais em relacdo a média dos bloqueados.

Agradeco ao Dr. Tede Eston de Eston, Diretor
do Centro de Medicina Nuclear da Universidade de
S&do Paulo, entidade de que recebemos todo o auxi-
lio e meios materiais; a Profa. Dra. Verbnica Rapp
de Eston, Chefe da Divisdo de Ensino e Pesquisas
Biolégicas do Centro de Medicina Nuclear da. Uni-
versidade de S&o Paulo, pela direcdo na pesquisa
basica em geral e no campo dos radiois6topos em
especial; ao Prof. Dr. Paulo Sawaya, Diretor do
Departamento de Fisiologia Geral e Animal da Fa-



culdade de Filosofia, Ciéncias e Letras e do Insti-
tuto de Biologia Marinha, ambos da Universidade
de Sao Paulo, pela orientagdo no campo da Fisio-
logia Animal Comparada e da Biologia Marinha;
aos Profs. Thomas Bitelli, Diva Diniz Correa,
Erasmo Garcia Mendes e Domingos Valente pelas
sugestdes e apdio dados.

RESULTADOS

Os resultados acham-se indicados nas tabelas. Far-se-a
agora, sumariamente a apresentacdo dos métodos estatisticos
usados na analise dos resultados experimentais, a seguir a
anélise estatistica propriamente dita, e, finalmente, apresen-
tar-se-40 a discussdo dos resultados e as conclusdes.

3.1. Tabelas

Os resultados experimentais foram tabelados da seguin-
te maneira:

TABELAI: Massa visceral de Ascidia nigra: determinacao
do 13l em pCi por grama de tecido, da percen-
tagem de i6do ligado as proteinas (PBI-131) e
da percentagem de iddo extraido pelo butanol
(BE1-131).

TABELA 2: Tunica de Ascidia nigra: determinacdo de 13l
em pCi por grama de tecido, em 25 animais nor-
mais e 25 bloqueados.

TABELA 3: Regides da massa visceral de Ascidia nigra: de-
terminacdo da concentracdo total de 13 em pCi
obtida de «pool» de 10 animais.

TABELA 4: Regides da massa visceral de Ascidia nigra: de-
terminagdo do 131 em ;uG por grama de tecido,
em «pool» de 10 animais.
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3.2. Métodos estatisticos usados na analise dos resultados
experimentais

A analise estatistica dos resultados experimentais obtidos
consta dos céalculos dos valores médios, dos desvios padrdes,
dos intervalos de confianca, dos testes de média, da taxa de
reducdo, do método de Cochran e do teste de Tukey.

3.2.1. Calculo dos valores médios

Os valores médios que aparecem no texto e nas tabelas
foram determinados segundo a expressao:

n
sendo «n» o numero de medidas e 2 x, a soma das «n»

i |
medidas.

3.2.2. Calculo dos desvios padrd@es

Calculou-se o desvio segundo a distribuicdo «t» (student),
pela foérmula:

2

n

em que 2 § = soma dos quadrados dos desvios (aparentes)
i=|

e «n» 0 numero de medidas.

3.2.3. Intervalos de confianga (i.c.)
Calcularam-se os intervalos de confianca pela expresséo:

X = 37 - tn!
Vn



Sendo X o valor médio; a o desvio padrdo; «n» 0 numero
de medidas; t_ . encontrado em tabela.

3.2.4. Testes de média

Para verificar a igualdade ou ndo dos valores médios
obtidos para os animais normais e bloqueados, em cada caso
utilizou-se o teste de média, com érro de primeira espécie ao
nivel de 5%.

Ao todo foram feitos nove testes de média, compreen-
dendo duas hipoteses, a primeira denominada hip6tese de nu-
lidade (HO), que admite a igualdade dos valores médios, a
segunda uma hipodtese alternativa (Hi), para a qual o valor
médio do animal normal era superior ao valor médio do ani-
mal bloqueado (teste mono-caudal).

Para limitar a regido da hipotese de nulidade, que apre-
senta como um extremo o valor médio obtido para os animais
normais, empregou-se a expresséo:

Vn n'x
em que X é o outro extremo que limita a regido de HO; X o
valor médio dos animais normais; 8 o desvio padrdo (nor-
mais) e «n» o numero de observacdes, sendo tn, encontrado
em tabela.

A hipo6tese de nulidade ao nivel de significAncia seré
aceita se o valor médio correspondente dos animais bloquea-
dos estiver contida entre X e X. Caso contrario rejeita-se tal
hipdtese. Todos os testes de média, permitiram a rejeicdo de
HO ao nivel de 5%.

3.2.5. Taxa de reducéo

Para o calculo da chamada taxa de reducdo dividiram-se
os valores médios das amostras das Ascidias bloqueadas e
das normais.



O quociente indica quanto percentualmente é, em relacéo
a normal, o valor médio da amostra bloqueada.

O complemento désse valor fornece a taxa de reducgdo ou
seja, a reducdo do valor médio resultante para as amostras
normais, no valor médio das amostras bloqueadas.

3.2.6. Método de Cochran

Considerando os valores médios encontrados para os ani-
mais normais e para os bloqueados, aceitou-se terem as regides
estudadas, do corpo do animal, a mesma captacdo média, nas
condicdes de trabalho descritas em material e métodos, com
aplicacdo do teste comparativo dos valores médios obtidos ao
nivel de 5%, conhecido por teste de Tukey.

Para verificar a aplicabilidade de tal teste, foi necessario
testar a homogeneidade das variancias pelo método Cochran.
Tomou-se como hip6tese HO a igualdade das variancias dos
seis grupos correspondentes as regides viscerais da Ascidia
nigra, contra a hipoOtese alternativa HIf da experiéncia de
pelo menos uma diferente, entre tédas elas, ao nivel de 5%.

Os resultados mostraram que, ao nivel de 5%, a proprie-
dade da homocedasticidade ¢é satisfeita.

3.2.7. Teste Tukey

Conforme explicacdo em 3.2.6. foi utilizado o teste de
Tukey na comparacdo dos valores médios.

Como hipo6tese HQ ao nivel de 5%, testou-se a igualdade
dos valores médios contra a alternativa (HJ de suas dife-
rencas.

Para os animais normais, o teste indicou que, ao nivel de
5% o0s valores médios sdo considerados iguais.

Para os bloqueados, o teste de Tukey, demonstrou existir
apenas uma diferenca, ao nivel de 5%, entre os valores médios
da cesta branquial e do endéstilo, isto é, apenas o valor médio



do endostilo pode ser considerado como o menor valor médio
de todos os valores médios obtidos.

3.3. Analise estatistica dos resultados experimentais

Os estudos estatisticos dos resultados que se indicam nas
tabelas (Tab. 1,2,3) compreendem:

1. Anédlise estatistica das determinacdes feitas na massa

visceral total das Ascidia nigra (Tab. 1).

Das determinacdes feitas na tinica (Tab. 2).

Das determinacfes feitas nas varias regides da massa

visceral dos animais, referindo-se a determinagdo da con-

centracgdo total de 13U em /;Ci, obtido de um «pool» de dez

animais (Tab. 3).

4. Das determinagbes feitas nas varias regides da massa vis-
ceral dos animais. Determinacdo de 13l em pd por grama
de tecido em um «pool» de dez animais (Tab. 4).

5. Conclue-se esta parte com a apresentacdo do método de
Cochran e do Teste de Tukey.

w N

3.3.1. Anélise estatistica das determinac¢des feitas na massa
visceral das Ascidia nigra (Tabela 1).

3.3.1.1. 131 em pCi por grama de tecido

Nos 25 casos testemunhas, o valor médio para a massa
visceral total das Ascidias foi de 0,027 /xCi/g de tecido, com
desvio padrao de 0,008 /xCi/g. Os intervalos de confianca (i.c.)
correspondendo sempre a 95% foi de 0,024 - 0,030.

J& nos 25 casos bloqueados pelo propil tiouracil, o valor
médio foi de 0,013 pCi/g de tecido, com desvio padrao de
0,006 /xCilg e o i.c. de 0,011 -0,015.

A taxa de redugdo dos normais em relacdo aos bloquea-
dos, foi de 51,8%, o que quer dizer que o bloqueador provocou
a reducdo de 51.8% dos valores meédios dos normais para 0s
valores médios das Ascidias bloqueadas.



3.3.1.2. Percentagem de i6do ligado as proteinas (PBI1-131)

Nos 25 casos controle (normais) para o homogeneizado
da massa visceral total, o valor percentual médio do PBI-131
foi de 45,54%, com desvio padrdao de 17,8%. O i.c. foi
40,42 - 50,66.

Nos 25 casos bloqueados, conseguiu-se, para o homoge-
neizado da massa visceral do corpo, um valor percentual
médio de PBI-131 de 30,27%, com desvio padrdo de 11,71%
e um i.c. de 95% de 26,86-33,68.

O célculo da taxa de reducdo dos animais normais para
0s bloqueados deu como resultado 33,60%.

3.3.1.3. Percentagem de i6do extraido pelo butanol
(BE1-131)

Nos 25 casos testemunhas, para o homogeneizado da
massa visceral total do corpo, o valor percentual médio de
BEI-131 foi de 55,83% com desvio padrdo de 7,51% e o i.c.
de 95% de 52,94 - 58,74.

Com esse i.c. portanto, a quantidade de 13l organico
extraido pelo butanol (T3e T4), expressa em percentagem de
BEI-131, na massa visceral total das Ascidia nigra incubadas
com 13U, estd compreendida entre 52,94 e 58,74%.

Ja nos 25 casos bloqueados, o valor percentual médio do
BEI-131 foi de 11,92% com desvio padrdo de 537% € o i.c.
de 95% de 9,85 -13,99.

A taxa de reducdo dos animais normais para os bloquea-
dos foi de 78,70%.

Considerando-se éstes resultados, vé-se que a substancia
bloqueadora interferiu mais na massa visceral total do corpo
deste Tunicado em relacdo ao BEI-131 que ao PBI-131.



3.3.2. Anélise estatistica das determinag¢des feitas na tani-
ca das Ascidia nigra (Tabela 2)

3.3.2.1. 13 em ixCi por grama de tecido

Nos 25 casos usados como testemunhas obteve-se, para a
tlnica, 0,048 /xCi/g de tecido, como valor médio, com desvio
padrédo de 0,013 /;Ci/g e um i.c. de 0,044 - 0,053, o que quer
dizer que, dentro deste limite a quantidade de 13U expressa
em micro-curies por grama de tecido, na tdnica das Ascidias
incubadas com 131, estd contida entre 0,044 e 0,053 /xCil/g de
tecido.

Nos 25 casos usados como bloqueados, ésse valor médio
foi de 0,016 /;Ci/g de tecido, com desvio padrdo de 0,005 yuCilg
de tecido e um i.c. de 0,014 -0,018. Vé-se pois, ter havido
sensivel reducdo da absorcdo de 13U pela tinica das Ascidias
estudadas, o que realmente se nota quando se calcula a taxa
de reduc¢do dos normais para os blogqueados, resultando 66,7%
0 que é bastante alta.

Este resultado indica ser a tinica das Ascidas a séde de
intensa absor¢do do 13l.

3.3.3. Anélise estatistica das determinagdes feitas nas va-
rias regifes da Ascidia nigra. Determinacdo da con-
centragdo total do 13/ em jiCi, obtida de «pool» de
10 animais (Tabela 3).

3.3.3.1. Analise estatistica do «pool» dos sifées orais

Nos 10 casos testemunhas o valor médio para o «pool» dos
sifdes orais foi de 0,470 /xCi, com desvio padrdo de 0,02 /;Ci,
o i.c. de 0,454 -0,487.

Nos 10 casos bloqueados o valor médio para o «pool» dos
sifdes orais foi de 0,079 /;Ci, com desvio padrdo de 0,002 /;Ci,
com um i.c. de 95% obtido de 0,076-0,081. A taxa de redu-



cdo do valor médio do «pool» dos sifées orais dos normais em
relacdo ao dos bloqueados foi de 83,2%.

3.3.3.2. Analise estatistica d «pool» dos sifées anais

Nos 10 casos testemunhas o valor médio para o «pool» dos
sifdes anais foi de 0,098 /;Ci com desvio padrdo de 0,003 /:Ci,
o0 i.c. de 95% foi de 0,095-0,102.

Nos 10 casos bloqueados o valor médio para o «pool» dos
sifdes anais, foi de 0,028 /;Ci, com desvio padrdo de 0,002 /;Ci;
oi.c. foi 0,027 -0,030 e a taxa de reducdo do valor médio do
«pool» destes sifdes dos animais normais relativamente aos
bloqueados, foi de 71,4%.

3.3.3.3. Analise estatistica do «pool» dos enddstilos

Nos 10 casos testemunhas o valor médio para o «pool»
dos endostilos que se supBe ser o precursor embriologico da
glandula tiroide foi de 0,121 /;,Ci, com desvio padrdo de 0,003
fiCi, o i.c. de 95% foi de 0,118-0,125.

Nos 10 .casos bloqueados, o valor médio para o «pool» dos
enddstilos foi de 0,022 /;Ci, com desvio padrdo de 0,001 /.Ci,
com um i.c. de 95% de 0,021 - 0,023 e uma taxa de reducdo do
valor médio dos animais normais para a dos bloqueados de
81,8%.

3.3.3.4. Anélise estatistica do «pool» dos coragdes

Nos 10 casos testemunhas o valor médio para o «pool»
dos coracdes foi de 0,269 /;Ci com desvio padrdo de 0,007
pCi, com um i.c. igual a 0,262-0,276. J& nos 10 casos blo-
gueados, o valor médio para o «pool» dos coracdes foi de 0,066
/¢Ci com desvio padrdo de 0,002 /;Ci e o i.c. de 95% foi de
0,065 -0,068. A taxa de reduc¢do do valor do «pool» dos cora-
¢Bes dos animais normais calculada em relagdo aos bloqueados
foi de 75,4%.



3.3.3.5. Analise estatistica do «pool» da cesta branquial

Nos 10 casos testemunhas, o valor médio para o «pool»
da cesta branquial foi de 0,587 pCi, com desvio padrdo de
0.006 pCi, o i.c. foi de 0,581 -0,593.

Nos 10 casos bloqueados para o «pool» déste 6rgdo o valor
médio foi de 0,166 /,Ci, com desvio padrdo de 0,006 /xCi, e 0
l.c. foi de 0,160 - 0,173. A taxa de reducdo do valor médio do
«pool» deste 6rgdo nos animais normais para o dos bloqueados
foi de 71,8%, valor ndo muito maior que o obtido com os co-
racgdes.

3.3.3.6. Anédlise estatistica do «pooh do rim de acumula-
¢do e dos intestinos

Nos 10 casos controle o valor médio para o «pool» do rim
de acumulacdo e dos intestinos foi de 0,860 /xCi com desvio
padrdo de 0,050 pCi; o i.c. foi de 0,812-0,908. Taxa de re-
ducdo do valor médio deste «pool» nos animais normais em
relacdo aos bloqueados ¢ igual a 79,5%.

3.3.3.7. Analise estistica do «pool» das gonadas

Nos 10 casos controle o valor médio para o «pool» das go-
nadas foi de 0,069 pCi com desvio padrdo de 0,002 pCi; o i.c.
foi de 0,067 - 0,071.

Nos 10 casos bloqueados o valor médio para o «pool» das
gbnadas foi de 0,034 pCi com desvio padrdo de 0,001 /:Ci;
encontrou-se um .i.c de 95% de 0,033-0,035 e a taxa de re-
ducédo de 50,7%.

Comparando-se as taxas de reducgdes nas diversas regifes,
verifica-se que a maior redugdo ocorreu no enddstilo, sendo
portanto éste o 6érgdo mais sensivel ao bloqueio pela substan-
cia antitireoidea.



3.3.4. Anélise estatistica das determinacdes feitas nas va-
rias regides da Ascidia nigra. Determinacdo de 13V
em fiCi por grama de tecido em «pool» de 10 animais
(Tabela 4)

3.3.4.1. «Pool» dos sifées orais

Nos 10 animais testemunhas o valor médio para o «pool»
dos sifdes orais foi de 0,134 /;Ci por grama de tecido, com des-
vio de 0,005 /iCi/g de tecido, com um i.c. de 0,129-0,139.

Nos 10 casos bloqueados o valor médio para o «pool» dos
sifdes orais foi de 0,020 /xCi/g de tecido, com desvio padrédo
de 0,001 /;Cilg de tecido; o i.c. foi 0,019-0,021; a taxa de
reducdo de 85,1%.

3.3.4.2. «Pool» dos sifées anais

Nos 10 animais testemunhas o valor médio para o «pool»
dos sifées anais foi de 0,066 /xCi/g de tecido com desvio padréo
de 0,001 /xCi/g de tecido; o i.c. de 0,063-0,068 /;Ci por gra-
ma de tecido.

Nos 10 casos bloqueados o valor médio para o «pool» dos
sifdes anais foi de 0,019 juCi por grama de tecido com desvio
padrdo de 0,001 /;,Cil/g de tecido; o i.c. de 95% de 0,018 - 0,020
IXCi por grama de tecido e a taxa de reducgdo de 71,2%.

3.3.4.3. «Pool» dos enddstilos

Nos 10 animais testemunhas o valor médio para o «pool»
dos enddstilos foi de 0,081 /;Ci/g de tecido, com desvio padrao
de 0,002 fiCi/g de tecido; o i.c. foi de 0,079-0,083 ~Ci por
grama de tecido.

Nos 10 animais tratados por agente bloqueador, o valor
médio para o «pool» dos endostilos foi de 0,015 /;Ci por grama
de tecido, com desvio padrdo de 0,001 jxCi/g de tecido; o i.c.
foi de 0,014 -0,016 /;Cilg de tecido e a taxa de reducdo de
81,5%.



3.3.4.4. «Pool» dos coragdes

Nos 10 animais testemunhas o valor médio para o «pool»
dos coragdes foi de 0,108 pCi/g de tecido, com desvio padrao
de 0,003 pCi/g de tecido; o i.c. de 95% foi de 0,105-0,110
pCilg de tecido.

Nos animais bloqueados o valor médio para o «pool» dos
coracdes foi de 0,027 pCi/g de tecido, com desvio padrdo de
0,007 pCil/g de tecido; o i.c. obtido foi de 0,026-0,028 /«Cilg
de tecido; a taxa de reducdo é de 75,0%.

3.3.4.5. «Pool» das cestas branquiais

Nos 10 animais testemunhas o valor médio para o «pool»
das cestas branquiais foi de 0,147 pCi/g de tecido, com desvio
padrdo de 0,001 pCi/g de tecido; o i.c. foi de 0,145-0,148
pCilg.

Nos 10 animais bloqueados o valor médio para o «pool»
das cestas branquiais foi de 0,037 pCi/g de tecido, o i.c. obti-
do foi de 0,036 - 0,038 pCi/g de tecido e a taxa de redugdo é
de 74,8%.

3.3.4.6. «Pool» dos rins de acumulacdo e dos intestinos

Nos 10 testemunhas o valor médio para o «pool» dos rins
de acumulacao e intestinos foi de 0,085 pCi/g de tecido, com
desvio padrdo de 0,001 pCi/g de tecido; o i.c. foi de
0.084 - 0,086 pCi/g de tecido.

Nos 10 bloqueados o valor médio para o «pool» dos rins
de acumulacdo e intestinos foi de 0,022 pCi/g de tecido; o
1l.c. obtido foi de 0,021-0,023 pCi/g de tecido e a taxa de re-
ducédo de 74,2%.

3.3.4.7. «Pool» das gbdnadas

Nos 10 testemunhas o valor médio para o «pool» das gob-
nadas foi de 0,046 pCi/g de tecido, com desvio padrdo de 0,001
pd/g de tecido; o i.c. foi de 0,045-0,047 pCil/g de tecido.



Nos 10 bloqueados o valor médio para o «pool» das gona-
das foi 0,022 ¢uCi/g de tecido com desvio padrao de 0,001 /xCil/g
de tecido; o i.c. obtido foi de 0,021 -0,023 ¢iCi/g de tecido e a
taxa de reducgdo de 52,1%.

Comparando-se as taxas de redugdo pode-se dizer que a
maior reducdo ocorreu no sifdo oral e endéstilo e a menor no
«pool» das gdénadas.

3.3.5. Método de Cochran e Teste de Tukey

Julguei de interésse, com os dados obtidos, aplicar tam-
bém o método de Cochran e Teste de Tukey.

Como se sabe, pelo método de Cochran (Gomes 1963, p.
193) verifica-se se ha ou ndo uma homogeneidade das varian-
cias (propriedade homocedasticidade) dentro do nivel de 5%
considerado. Testaram-se duas hipoteses: HO, na qual todas
as variancias seriam iguais, contra H1 em que existiria pelo
menos uma variéncia diferente.

Ao nivel 5% poder-se-a4 aceitar H°, isto é, as varidncias
gozam da propriedade da homocedasticidade.

Provada a homogeneidade das variancias pelo método de
Cochran, poder-se-a aplicar o teste de Tukey (Gomes 1963, p.
38) para comparar todo e qualquer contraste entre duas mé-
dias de tratamento.

A Tabela 4, revelou que, nos animais normais, ao nivel de
5% os valores médios obtidos podem ser considerados estatis-
ticamente iguais. No entretanto, para os bloqueados, o teste
de Tukey demonstrou existir apenas uma diferenca entre as
diversas regides, ao nivel de 5%, relativa ao valor médio do
endéstilo o bloqueio provocado pela droga antireoidea foi mais
acentuado.

Este resultado sugere que a regido do endostilo é a que
fisiologicamente mais se assemelha funcionalmente, aos foli-
culos tiroideos encontrados nos vertebrados.



4.
DISCUSSAO

A capacidade de concentragdo do i6do pelo organismo,
mesmo o dos Invertebrados, ja4 é conhecida ha mais de um
século. Pitt-Rivers (1950, p. 514) ao tratar do ensaio quimi-
co da tiroxina e de outras substancias com atividade tiredidea
da um bom esbogo histérico do qual extraimos os trechos mais
significativos. Assim, em 1819 (p- 254) Fyfe demonstrou, pela
primeira vez, a existéncia de i6do no p6 de Gorgonia, Celente-
rado marinho, na época velho medicamento empregado para o
tratamento do bdcio.

Coube a Coindet (1820) mostrar, pela primeira vez, que
0 bécio carencial poderia ser tratado pela administracdo oral
de i6do.

Deve-se a Baumann (1896, p. 319) a descoberta da ocor-
réncia de i6do na glandula tiredide, e a demonstracdo de ser
possivel remover-se o mesmo desta glandula por solventes
apropriados. Aventou ainda a hipo6tese, em primeira mao, de
o i6do estar ligado a uma proteina.

Baumann e Roos (1896, p. 481) notaram que o i6do era
removido da glandula juntamente com uma proteina soltvel
em solugdes salinas e precipitdvel por &cidos diluidos a quente.

Ja Murray (1891, p. 796) provou que 0 mixedema era pas-
sivel de tratamento com extratos tiroideos.

Hunter (1910, p. 321), reviu os métodos quimicos da dosa-
gem do iédo, assinalando as falhas e propondo um método de
dosagem quimica do i6do que é usado, com algumas alteracdes,
até hoje. Fundamentalmente trata-se do seguinte:

O i6do ligado as proteinas («Protein bound iodine»), da
substancia em estudo, é liberado por incineragdo alcalina (mis-
tura de carbonato e nitrato de potassio), resultando uma mis-
tura de iodeto e iodato. O iodeto é oxidado por solucdo acida
diluida de cloro, dando também iodato. Na presenca de iode-



to e acido, em excesso, o iodato dara idédo livre, segundo a se-
guinte equacéo:

HIOs + 5KI + 5HC1 > 312+ 3HXD + 5KC1

O i6do livre é determinado por titulacdo com tiossulfato
de sédio, usando-se amido como indicador.

O método de Hunter foi, mais tarde, melhorado por Ken-
dall (1914, p. 251), que também isolou um composto cristalino
insoltvel em &cido e contendo 65% de i6do total da glandula
tiredide hidrolizada com NaOH 5%.

Como éste composto possuia atividades fisioldgicas seme-
Ilhantes ao p6 de tiredide, Kendall denominou tiroxina.

Os pesquisadores passaram agora a identificacdo da estru-
tura quimica da tiroxina. Harington (1926, p. 293) analisou
a estrutura quimica da tiroxina e, retirando os atomos de i6do,
denominou o composto resultante de tironina.

Depois, junto com Randall, Harington isolou outro com-
posto da glandula tiredide a 3,5 diiddotirosina (DIT). Naque-
la época (1929, p. 373) éstes dois compostos DIT e tiroxina,
foram considerados os responsaveis pelo armazenamento de
todo i6do organico glandular.

Os estudos fisiolégicos sbbre os dois compostos (Gaddum
(1927/28, p. 246; 1929/30, p. 383), provaram que o DIT néao
atuava sbbre o cretinismo e o mixedema, ndo agia sébre o me-
tabolismo do nitrogénio, ndo alterava a pressdo arterial do céo,
ndo acelerava o consumo de oxigénio dos ratos e, ainda, néo
acelerava a metamorfose dos girinos, sendo todos éstes efeitos
observaveis somente com o emprego da tiroxina.

Mais tarde, Gross e Pitt-Rivers (1954, p. 128) identifica-
ram e estudaram outro horménio da glandula tiredide, a 3,5,3’
triddotironina (T3) e Pitt-Rivers e Cavalieri (1926, p. 25)
ainda identificaram as tirosinas (monoiddotirosina e diiddoti-
rosina) livres encontradas na tiredide do rato, ficando assim
identificados todos os compostos iodados tiredideos.

Recentemente, Pitt-Rivers (1963, p. 43) demonstrou de
modo bastante completo a fisiologia da tiredide e a funcdo do



iddo, bem como a seqliéncia de formagdo dos hormdnios na
glandula. Esta é, a formacdo das tirosinas iodadas (MIT e
DIT), sem acdo hormonal, que, por interacdo entre si, dardo
os dois compostos considerados hormonios tiredideos: 3,5,3’
triidbdotironina (T3) e 3,5,3’,5" tetrai6édotironina ou tiroxina
(TJ.

Com o advento dos radiois6topos, apareceram métodos
novos para o estudo da func¢do tireoidea: a captacdo do 113
pela glandula, o 13Ul ligado as proteinas (PBI-131) (Mack,
1966, p. 150) e ao 13U extraido pelo butanol (BEI-131) (Ingbar,
Freinkel, Hoeprich e Athens, 1954, p. 388). Aplicando o pro-
cesso de diluicdo isotdpica, pode-se hoje ter uma visdo dina-
mica do metabolismo do i6do e da sintese hormonal.

Atualmente, os pesquisadores passaram a estudar o me-
tabolismo do i6do e a fisiologia tireoidea em téda a escala ani-
mal. Assim, Gorbman (1965, p. 336), faz uma boa revisdo da
bioquimica comparativa do i6do relacionado com a evolucéo
da funcédo tireoidea em todos os vertebrados.

A funcédo tireoidea estd bem evidenciada nos mamiferos e
animais homeotermos e ja se encontra relativamente bem
bem estudada, o que ndo acontece nos animais de sangue frio.
Investigando peixes teledsteos, Hickman (1959, p. 997) con-
clui que a func¢do da tiredide é possibilitar a melhor adapta-
¢do dos peixes as variacdes do ambiente, principalmente quan-
to & pressdo osmotica e a temperatura, e também possibilitar
a melhor adaptacdo as rapidas mudancas internas que ocor-
rem nestes animais, como sejam a maturacdo sexual e as fases
da metamorfose. Por sua vez, Fontaine (1954, p. 390) relacio-
na a funcdo tireoidea nos peixes tele6steos ao determinismo
das migracoes.

Nos elasmobranquios sé se encontram estudos histol6gi-
cos (Gorbman 1965, p. 336) interessados em co-relacionar va-
riacdes morfologicas de glandula com condi¢cdes de desenvol-
vimento destes animais.

Nos cicléstomos, entdo, o problema se complica ainda
mais, chegando Gorbman e Greaser (1942, p. 391) ao seguin-



te: o endoéstilo da lampreia acumula 134 durante o periodo de
reproducdo e, talvez, a tiredide tenha grande funcdo nestes
animais, demandando ainda melhores estudos para uma con-
cluséo.

Descendo a escala zooldgica, nos cordados inferiores é
que se encontra o ponto de partida da sintese hormonal, que
serd discutido mais adiante.

Em relacdo aos invertebrados, poder-se-4 afirmar, segun-
do Gorbman, Clements e 0 'Brien (1954, p. 85) que os 6rgaos
capazes de acumular i6do ligado as proteinas dividem-se em
dois grupos: um maior, incluindo tédas as proteinas estrutu-
rais corporeas de natureza fibrosa, que constituem os apéndi-
ces cdrneos dos animais, como é o caso do esqueleto das espon-
jas e corais, do exoesqueleto dos antrépodos, da carapaca e
peridstraco dos moluscos, do bisso do Mytilus, dentes, setas
e cuticulas dos anélideos, e outro em que se encontram o0s epi-
télios que ndo possuem escleroproteinas, como os tentdculos
do Amphitrite, e as glandulas intertegumentérias do Dolicho-
glossus.

As investigacdes efetuadas entre nds nos Hemicordados,
especialmente em Balanoglossus gigas (De Jorge, Sawaya,
Petersen e Ditadi, 1965, p. 1182/3; Sawaya, 1965, p. 48) de-
monstraram ocorrer uma concentracao de i6do na regido hepa-
tica em mais de 800% que em qualquer outra regido do corpo
do mesmo animal.

No entretanto, como afirma Roche (1952, p. 45), estas
proteinas, ou melhor escleroproteinas, seriam apenas protei-
nas inertes, sem atividades hormonais, representando um re-
servatério somente de tirosinas halogenadas.

Nos Cordados inferiores o problema da sintese hormonal
apenas foi abordado. No Branchiostoma lanceolatum (Pal-
las) o conhecido Amphioxus, Covelli, Salvatore, Sena e Roche
(1960, p. 1167), identificaram os hormoénios tireoideos T3 e
T4, bem como seus precursores MIT e DIT e os derivados ace-
tilados dos hormonios, demonstrando haver uma producéo
hormonal neste animal. Tong, Kerkof e Chaikoff (1962, p.



331) por sua vez, fizeram também no Amphioxus, a identifica-
cdo de T3e T4 marcados em animais incubados com 13, che-
gando a conclusdo de ser o endoéstilo o 6rgdo que maior con-
centra i6do.

Nos Urocordados, Roche, Rametta e Varrone (1962, p.
1964) usando a Salpa maxima Forskal, chegaram a conclusao
de haver uma producdo de T4 marcada a partir do 13U, bem
como dos precursores, sendo, portanto, os Tunicados portado-
res de um esbdco de fungéo tiredidea.

Ainda com relacdo aos Tunicados, Roche, Salvatore e Ra-
metta (1962, p. 154) estudando a Ciona intestinalis, L. con-
cluem que a sintese de horménios tiredideos é idéntica em
todos cordados (urocordados, cefalocordados e vertebrados).
O aparecimento da sintese da-se a partir dos urocordados, sen-
do a producdo de i6dotironinas uma caracteristica dos corda-
dos, processando-se, nos animais inferiores, num tecido de
capacidade secretdria (enddstilo) que seria filogeneticamen-
te, o precursor do foliculo tiredideo dos vertebrados.

Assim, analisando os resultados aqui relatados e obtidos
no Tunicado Ascidia nigra, nota-se na Tabela 1, que as quan-
tidades de 13Ul captadas por grama de tecido, na massa visce-
ral total dos animais bloqueados sofreram uma reducdo de
51,8% em relacdo aos animais normais, e dai, concluir-se que
0 6-propil-2-tiouracil (Thomas, 1956, p. 207; lino, Yamada,
Greer, 1961, p. 582) bloqueia também a incorporacdo das i6do-
tirosinas nessa massa visceral total.

Analisando ainda a Tabela 1, véem-se que os valores de
ibdo ligado as proteinas (PBI113) apresentam também uma
reducdo de 33,6% dos blogueados em relacdo aos normais.
Esta reducdo ndo é tdo evidente porque a droga bloqueadora
inibe especificamente a producdo de T3e T4e ndo de seus pre-
cursores MIT e DIT (Wolff e Wolff, 1964, p. 266). Este acha-
do corresponderia & grande produgdo de esclero-proteinas
iodadas inertes, encontrada nos invertebrados em geral (Ro-
che, Yagi, Michel, Lissitzky e Eysseric-Lafon 1951, p. 526).



A Tabela | evidencia melhor ainda os valores comparati-
vos do i6bdo extraido pelo butanol, em que se nota uma redu-
cdo de 78,70% nos bloqueados em relagdo aos normais, o que
parece provar que o bloqueio da producdo de T, e T, é acen-
tuado, pois segundo Ingbar, Freinkel, Hoeprich e Athens
(1954, p. 393), o butanol somente extrai os horménios (T3 e
T4).

Com relagdo a tlnica, os resultados expressos na Tabela
2, indicam o seguinte: o valor do 13l captado por grama de
tecido apresenta uma reducdo de 66,7% nos bloqueados em
relagdo aos normais provando, tambem haver neste érgdo uma
acdo marcante da droga antitiroidea.

Analisando-se agora as varias regides do corpo do animal,
conforme a Tabela 3, nota-se o seguinte: ha uma reducédo
marcante dos valores médios da captacdo total do 13X nas
varias regides dos animais bloqueados em relagcdo aos dos nor-
mais. A reducdo, porém é homogénea, oscilando entre 70 a
80% em tddas as regifes, com excec¢do dos valores das gbna-
das em que é de 50,7%.

Esta reducdo bem maior das génadas é explicdvel porque
as experiéncias foram feitas no decorrer do ano, havendo, na
computa¢do, épocas em que 0S animais estavam em maturacao
sexual e portanto muito mais ativos metabolicamente em rela-
cdo as épocas de repouso sexual. Circunstancias diversas
impediram-me de relacionar o material quanto a maturacao
sexual, o que constituird outro tema a ser investigado.

Analisando, em seguida, os valores de 131l captado por
grama de tecido (Tabela 4) nas varias regifes dos animais,
verifica-se uma reducdo sensivel nos valores médios dos ani-
mais bloqueados em relacdo aos normais.

Considerados éstes valores médios e exceptuados os valo-
res das gbnadas, como acima foi explicado, fez-se primeira-
mente a comparagdo das variancias (teste de Tukey) chegan-
do-se a conclusdo de que, para os normais, todos os valores
médios, ao nivel de 5% podem ser considerados iguais.



Com relacdo aos valores médios dos animais blogqueados
o teste de Tukey provou serem todos os valores iguais ao nivel
de 5%, com excecdo do enddstilo, sendo éste o Unico valor
médio que pode ser considerado estatisticamente inferior aos

Pelo exposto, ficou demonstrado que a Ascidia nigra tem
capacidade de sintetizar compostos iodados, ndo somente do
tipo MIT e DIT, mas também T3e T4 confirmando, assim o0s
achados de Roche, Salvatore e Rametta (1962, p. 154) obtidos
em outro tunicado.

Além disso, demonstrou-se igualmente, que a regido pre-
ferencial desta sintese parece ser o endéstilo, o que concorda-
ria com os achados de Gorbman e Creaser (1942, p. 391) em
lampreia e os de Barrington (1962, p. 202) em Protocordados.

Em relacdo ao emprego de bloqueadores da sintese de
hormonios iodados, ndo se encontraram na literatura outros
dados referentes aos cordados inferiores. Stanley (1948, p.
21) comparou a acao de diversas drogas antitirdideas do gru-
po dos tiourilenos no homem e no rato, concluindo que, neste,
o propiltiouracil era mais ativo. lino, Yamada e Greer (1961,
p. 582) estudando a acdo de diversas doses de propiltiouracil
sbbre a biossintese de hormonios tiredideos, concluem que esta
droga bloqueia preferentemente o acloplamento das tirosinas
para a formacdo de tironinas iodadas, isto é, inibe a sintese de
T3e T4

Por estas razdes resolveu-se usar o propiltiouracil nos
estudos do bloqueio hormonal, verificando-se, realmente, blo-
queio mais acentuado nos compostos extraidos pelo butanol
(BEI), prtanto, T3e T4, sendo éste bloqueio mais evidente na
regido do endostilo.

Os resultados aqui apresentados indicam a saciedade, ser
0 endostilo um dos 6rgdos que nos Cordados inferiores mais
concentram i6do, e no qual é mais intenso o bloqueio pelas
drogas anti-tiredideas. Provavelmente, esse 6rgdo podera ser
0 precursor da tiredide dos Vertebrados. Tal afirmativa de-
pende, porém, de outros estudos e de provas mais seguras para
demonstrar-se uma verdadeira funcdo tiredidea no endostilo.



Como se sabe, um dos efeitos mais marcantes de T4 (tiroxina)
é¢ o estimulo da metamorfose dos girinos. Dificuldades inu-
meras impediram de aplicar éste importante teste da funcéo
tiredidea, por demandar um maior refinamento da técnica da
extracdo do horménio, pois, as tentativas até agora efetuadas
mostraram que 0s girinos ndo suportam a alimentacdo com
endostilo de A. nigra e nem a presen¢a do extrato butandlico.
Novos estudos serdo necessarios para aplicar-se éste teste.

5.
CONCLUSOES

A presente pesquisa em Ascidia nigra sdbre a sintese de
proteinas e hormonios iodados em grupos de animais normais
e grupos de animais préviamente bloqueados pela incubacao
em 6-propil-2-tiouracil, deu como resultado os seguintes va-
lores:

1. JTaxa de captacdo de 130 pela massa visceral total do
corpo.

1.1. Reducdo de 51,8% desta taxa nos animais bloqueados
em relagdo aos normais;

1.2. Reducao de 33,6% do PBI-131 nos bloqueados em rela-
¢do aos normais;

1.3. Reducado de 78.7% do BEI-131 nos bloqueados em rela-
¢cao aos normais.

2. Taxa de captagdo do 13/ pela tunica total
Reducdo de 66,7% nos blogqueados.

3. Taxas de captacdao de 13U/ pelas varias regides dos ani-
mais: sifdo oral, sifdo anal, endostilo, coracdo, cesta
branquial, rim de acumulacdo e intestino, génadas.

H& reducdo acentuada (ao redor de 75%) nos ani-
mais bloqueados, porém o teste de Tukey revela que o0s
valores médios em tédas as regibes foram reduzidos ho-



mogeniamente, com exce¢cdo das gdnadas que apresentam
variagcGes e que se acredita sejam estacionais.

Taxas de captacdo de 13V por grama de tecido nas diver-
sas regides citadas no item 3.

Nota-se redugdo acentuada (também ao redor de
75% em tddas as regides) revelando-se, porém, pelo teste
de Tukey que éste bloqueio é mais acentuada no regido
do endoéstilo.

Conclui-se, portanto, que o metabolismo do i6do em Asci-
dia nigra segue a mesma sequéncia hormonal bésica
encontrada em outros cordados.

O 6-propil-2-tiouracil age como droga bloqueadora, prin-
cipalmente da sintese de T3e T4 sendo éste bloqueio mais
acentuado na regido do endéstilo, o que leva a admitir
éste 6rgdo como precursor funcional da tiredide dos Ver-
tebrados.
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