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INTRODUÇAO 

A insulina, hormônio polipeptidico produzido pe-

las cilulas beta das ilhotas de langerhans, exerce 

múltiplas e complexas ações no organismo, estimulan-

do reações metabólicas para a s1ntese e armazena -

mento de carboidratos, lipidios, proteinas e acidos 

nuclêicos. Estimula, tambêm, o transporte de gli

cose, de alguns amino-ácidos, de potãssio e de ma

gnésio atravis da membrana plasmatica das células -

alvo; estimula a oxidação da glicose e a formação 

de ATP, DNA e RNA; e inibe a glicogenÕlise, a lipõ

lise, a proteÕlise, a gliconeogênese, a ureogenese 

e a cetogênese. Estas ações têm sido particular 

mente estudadas no f1gado, no tecido adiposo e no 

músculo esquelético, mas hâ evidências de que a in

sulina atua também sobre outros tecidos ou células 

(músculos cardiaco e li~o, cartilagem e osso, pele, 

fibroblastos, leucócitos, timõcitos, etc.). Seus 

efeitos dependem da quantidade de insulina secreta-

da, de sua distribuição e degradação, do tipo de 

tecido, de sua ligação a receptores especificas t 

de eventos pôs-receptor dentro da célula, dos nu 

trientes dentro e fora das células, da concentração 

iônica e da concentração de outros hormônios (Porte 

Jr. e Halter, 1981). 

A insulina é sintetizada como precursor de ca

deia Única, a prÕ-insulina(Steiner, 1967; Steiner 
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e coZ.,196?). Dentro dos grinulos de armazenamen

to, a ação enzimâtica determina a liberação do ho! 

mônio ativo que é um peptidio composto de 51 ami -

no-ãcidos, distribuidos em duas cadeias, A e B, u-

nidas por pontes dissulfeto. A cadeia A é forma-

da por 21 amino-âcidos e a cadeia B por 30(Steiner, 

197?). 

Esse hormônio foi identificado em ilhotas de 

Langerhans de todas as espécies de vertebrados es-

tudadas, e, evidências imunológicas e biológicas 

indicam sua presença também no sistema digestivo de 

alguns invertebrados(Falkmer e coZ., 19?3). Campa

rada com outras moléculas protêicas, a insulina foi 

altamente preservada na evolução, com substituição 

de um amino-âcido, com velocidade aproximada de 

1 x 10- 9 amino-âcidos/locus/ano. Assim, a insuli -

na de um vertebrado primitivo difere da humana por 

aproximadamente 38 % de seus residuos (BZundeZZ e 

Wood, 1975). 

A determinação da estrutura primãria da insu -

lina de mais de 25 espécies de vertebrados indica 

que a substituição de amino-ãcidos pode ocorrer em 

muitas posições dentro de uma das cadeias, sem que 

haja grandes alterações na eficãcia biológica do 

hormônio, medida por vârios sistemas de bio-ensaio. 
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Por outro lado, muitas caracteristicas estruturais 

foram conservadas por toda evolução dos vertebra -

dos, incluindo a posição 3 da ligação dissulfeto , 

a região N-terminal e c-terminal da cadeia A, e 

os residuos hidrofÕbicos na região c-terminal da 

cadeia B, bem como outros(Carpenter, 1966). Desde 

que as mudanças na conformação molecular de qual -

quer dessas regiões tendam a reduzir marcadamente 

ou abolir a atividade hormonal, elas podem ser co~ 

sideradas fundamentais para a manutenção das cara~ 

teristicas estruturais secundârias e terciârias , 

importantes e necessãrias para a atividade biolÕ -

gica(Carpenter, 1966). 

Apesar de a insulina de diferentes espécies a 

nimais apresentar diferenças estruturais, ela con

servou sua atividade biológica fundamental, ainda 

que possan existir diferenças em sua potênci.a.Hâ farta 

literatura evidenciando efeitos da insulina bovina 

ou porcina em vertebrados não mamiferos (Revisões 

de Epple, 1968; Falkmer e Patent, 19?2; Penhos e 

Ramey, 19?3). Por outro lado, a insulina do ver -

tebrado mais primitivo, a lampreia Myxine glutino

sa, exerceu ação similar a da insulina porcina em 

cel ul as gordurosas de rato' em experimento in vi·tro 

(Emdin e col., 19??) e a insulina de distintas aves foi 

igualmente ativa em diafragma de ratos(Hazelwood e 
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aoZ. 1968; Weitzel e aol., 1969), enquanto que ex -

tratos pancreãticos de tartaruga produziram convul

sões em camundongos(Marques e Kraemer, 1968). Mais 

recentemente foi comprovado experimentalmente que a 

insulina de galinha e tartaruga apresentam idêntica 

reação cruzada com anticorpos anti-insulina porcina 

(Langslow e col., 19?3). 

Durante os Ültimos anos surgiram evidências de 

que a primeira etapa do mecanismo de ação da insuli 

na consiste em sua ligação a sitios especificas da 

membrana celular(Levine, 1965}. Inicialmente havia 

apenas bases teõricas que postulavam que o local de 

ação da insulina era a membrana citoplasmãtica da 

cêlula-alvo. A demonstração deste fenômeno tornou-

-se possivel quando se pôde marcar substâncias poli

peptidicas com radioisótopos, especialmente [ 131 IJ e 

[ 125 I] ( Elgee e aol., 1953; Elgee e coZ., 1954: Sonenberg e 

coZ., 1954; Riahards e Sayer, 1951). 

Apesar de o[ 125 I]não ser o constituinte. normal 

da insulina, ele pode 1 igar-se aos grupos tirosina e/ 

ou histidina. Se a iodação se faz com grande nüme -

ro de ãtomos de iodo, o hormônio torna-se inativo 

Entretanto, se essa iodação e feita de modo que se 

encontre, no mãximo, um ãtomo de iodo para cada mo

lêcula de insulina, não se observa nenhuma perda da 

atividade do hormônio(EZgee e aoZ.,1954). Monoiodo-
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insulina foi virtualmente indistinguivel da insuli

na nativa em sua capacidade de estimular a oxidação 

da glicose em adipÕcitos e hepatõcitos de ratos(Freu 

ahet e aoZ., 19?1),o que foi amplamente confirmado pos

teriormente. 

Os primeiros estudos de ligação de hormônio aos 

tecidos-alvo empregavam medidas de desaparecimento 

do hormônio do meio de incubação(Stadie e aoZ.,1951; 

Crofford, Z968). Posteriormente sua captação pelas 

cêlulas-alvo passou a ser avaliada por procedimentos 

que empregavam substâncias radioativas. Os traba 

lhos pioneiros de Lin e Goodfriend(19?0) e de Lefkowitz e 

aol.(l9?0,19?0,19?1) permitiram a medida indireta das 

propriedades e concentrações de receptores na suprar 

renal ã [ 131 IJ angiotensina e ao [ 131 1] ACTH, respe~ 

tivamente. 

Baseados no principio do radioimunoensaio, in -

traduzido por Berson e YaZow(1968), surgiram estudos 

da interação direta desses hormônios peptTdicos a 

seus receptores especificas em cêlulas-alvo. A uti-

lização de hormônio radioativo para a ligação in 

vitro (Stadie e coZ., 1953) foi contestada inicial -

mente por muitos autores, devido ã incerteza da es -

pecificidade de ligação desses hormônios radioativos. 

Essa duvida foi superada pelo trabalho constante de 

pesquisadores que conseguiram comprovar a semelhança 
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entre os resultados obtidos in vitro, com o hormô -

nio marcado, e os ensaios biológicos realizados com 

essa mesma substância(Richard e Sayer, 1953; Kono e 

Barhan,19?1; Freychet e coZ.,l9?1). Esses métodos in 

vitro com· hormônios peptidicos marcados, com alta 

radioatividade especifica, permitiram demonstrar si 

tios especificas de ligação a essas substâncias, ou 

seja, os receptores(Roth,19?3). 

Uma vez estabelecido, com razoâvel segurança , 

que a interação de ligação reflete uma interação i

nicial biologicamente significativa, ê possivel ro~ 

per a célula para determinar quantitativamente a lo 

calizacão da estrutura de ligação da insulina, para 

comparar as propriedades obtidas por esses métodos 

com aquelas observadas na célula intacta e proceder 

a uma extração posterior do receptor e sua purifi -

cação(Cuatrecasas,19?1). Com essa finalidade, ini -

ciaram-se as experiências com membranas isoladas de 

células para a observação da ligação hormonal. Apõs 

a ruptura da célula, as estruturas especificas de 

ligação da insulina podem ser recolhidas quantitati 

vamente em uma determinada fração e as propriedades 

cinéticas de ligação desse hormônio aessa fração e~ 

pecifica pode equivaler ã ligação cinética observa

da nas células intactas (Cuatrecasas,19?1). A extra 

ção vigorosa da membrana com certos solventes orga-
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nicos ou sua digestão pela fosfolipase nao diminui 

ou altera as propriedades de ligação da insulinaãs 

moléculas que podem ser subsequentemente solubili

zadas com detergentes (Cuatrecasas, 1971). O re -

ceptor da insulina e, pois, um exemplo de estrutu

ra que, apesar de ser constituinte da membrana bio 

lÕgica, não depende grosseiramente da membrana li

pidica, ao menos para uma de suas funções, isto é, 

para o reconhecimento da insulina. 

A medida direta da ligação do hormônio a seu 

receptor especifico foi realizada em um grande nu-

mero de tecidos-alvo. A maioria de tais estudos 

foi inicialmente realizada em homogenizados celu -

lares e/ou frações parcialmente purificadas de mem 

branas. Entretanto, com o aumento do uso da cul

tura de tecidos e de células-alvo dispersas com en 

zimas, iniciou-se o estudo com células intactas p~ 

ra a observação da interação de hormônio-receptor, 

com muitas vantagens evidentes(Catt e Dufau, 1977). 

Quando apropriadamente preparadas, as células-alvo 

demonstram a mesma alta especificidade e afinidade 

para hormônios peptidicos(Gavin e caL., 1973; Kono 

e Barham, 1971) , que os preparados de células li

sadas. A vantagem de utilizacão de células dis -

persas consiste na possibilidade de correlacionar 

o fenômeno da ligação hormonal com a resposta bio 
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lÕgica, que depende da atividade metabÕlica da ce -

lula intacta. 

Para que o principio do radioimunoensaio pude~ 

se ser aplicado ao estudo dos hormônios e seus re

ceptores, foi necessãrio, nao so demonstrar a per -

sistência da atividade biolÕgica dessas substâncias, 

quando ligadas ao iodo radioativo, mas também que se 

pudesse;; excluir a adsorç5o inespeclfica da substâ~ 

cia radioativa, ou seja, aquela quantidade de subs -

tância marcada com isõtopos radioativos que nao se 

encontra diretamente ligada ao receptor hormonal. Pa 

rase excluir essa adsor~c~ào ineDpeclf'ica utilizaram

-se estudos de competiç5o quantitativa. O hormônio 

nativo ou seus derivados competem com o hormônio mar 

cado em sua ligação com seus receptores, de forma 

quantitativa, que pode ser prevista com base na sua 

potência relativa, enquanto que as proteinas nao re-

lacionadas não têm efeito(Lefkowitz e col., 19 ?o)-

Para que um hormônio vã ativar um tecido-alvo , 

ele deve, em primeiro lugar, ligar-se a alguns cons

tituintes da cêlula (Roth, 19?3). Para a elucidação 

adequada da base molecular da ação de hormônio poli

peptidico, deve-se identificar, caracterizar, isolar 

e purificar as estruturas receptoras especificas da 

cê1u1a, com as quais os hormônios inicialmente inter 
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agem (Cuatrecasas, 19?2). Os sitias de ligação si -

tuados na superficie da célula e que servem de local 

de ação da insulina foram denominados receptores(Cu~ 

trecasas , 19?1; Kahn, Z9?6). Receptores signifi -

cam aquelas moléculas da célula que sao capazes de 

reconhecer e interagir com um determinado hormônio 

com alto grau de seletividade e afinidade e, que, a

dicionalmente, possuem a capacidade de transmitir ou 

informar a ocorrência dessa interação para processos 

bioquimicos, determinando eventos metabÕlicos signi

ficativos(Cuatrecasas, 19?2).Assim , o receptor apr~ 

senta duas funções: a primeira, de reconhecer espe -

cificamente um determinado hormônio, e a segunda, de 

informar, de alguma forma, o reconhecimento desse hor 

mônio para outras moléculas (Cuatrecasas, 19?2). 

Alem da afinidade da insulina ao receptor, a a-

tividade biolÕgica desse hormônio vai depender da 

concentração de receptores de uma determinada célula. 

o numero de sitias de ligação insulina-receptor por 

célula ê limitado, com menos de um milhão por célula 

para cada sistema estudado(Lefkowitz e coZ., 19?1 ; 

Means e Vaitukaitis, 19?2; Cuatrecasas, 19?1; Gavin 

e coZ., 1973),sendo calculadas por aproximação, PO! 

que o estado de equilibrio (steady state) pode nao 

representar um verdadeiro equilibrio, pois nem to

dos os sitias são expostos ao meio de modo uniforme. 
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Alem disso, ha alguma degradação do hormônio e do re 

ceptor no curso dos estudos (Kahn e coZ., 19?2). Cer 

ca de 11.000 moléculas de insulina podem se ligar a 

uma celula(Cuatrecasas, 19?1; 19?2). Enquanto que o 

numero de receptores ã insulina por célula varia am

plamente de tecido a tecido e de espécie a espécie , 

a concentração de receptores por unidade de superfi

cie de célula parece ser similar ( Ginsberg e coZ. , 

19??). 

No estudo da ligação especifica hormônio-recep

tor , deve-se ter em conta que ela depende da conce~ 

tração do hormônio e do receptor, da temperatura e 

do tempo (Roth, 19?3). Deve ser considerado que, a

pesar de a atividade intrinseca de todas as insuli -

nas de origem animal ser idêntica (Muggeo e coZ., 19?9),. 

observam-se diferenças na sua potência, de acordo com 

as espécies estudadas. Isso pode ser atribuido a di

ferenças de afinidade da insulina com seus receptores 

(Muggeo e coZ.,19?9; Zimmerman e coZ., 19?4). Apesar 

de terem havido alterações na estrutura da insulina du 

rante o periodo evolutivo, as caracteristicas de seus 

receptores permaneceram marcadamente constantes ( De 

Me y t s e c o Z. , 1 9 ? 5 ; Mu g g e o e c o Z. , 1 9 ? 9 ) • E s tudo s da 

atividade biológica, afinidade a receptores e sequen

cia da insulina de diferentes animais sugerem forte -

mente que uma região invariavel localizada na super-
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f1cie do monomero da insulina pode ser o local da li 

g a ç a o a o r e c e p to r ( B Z u n de Z Z e c o 7, • , 1 9 ? 2 ; Pu Z Z e n e co Z. , 

19?6). Essa região inclui os res1duos da cadeia A e da cadeia B 

adjacente. O envolvimento desses residuos foi tambem 

testado por estudos das propriedades biológicas e afi 

nidade dos receptores ã insulina especificamente modi 

ficada(Freychet e coZ., 19?4; GZiemann e GammeZtoft, 

1 9 ? 4 ) • Apesar de os r e s 1 duo s e n v o 1 v i dos na 1 i g ação do 

receptor não serem necessariamente os mesmos respon

sãveis pelo desencadeamento dos efeitos biológicos dos 

hormônios, parece que para a insulina, mesmo com ampla 

variação na afinidade de ligação, hâ um paralelismo e~ 

tre essa afinidade de ligação e a potência biológica 

(De Meyts e coZ., 19?8). 

A ligação da insulina ao receptor foi estudada em 

grande detalhe nas celulas gordurosas intactas, sob 

condições que permitem simultaneamente sua medida e 

correlação com a resposta biológica (Cuatrecasas,19?1). 

Identificaram-se mais recentemente, receptores ã in

sulina em células circulantes como monôcitos (De Meyts 

e coZ., 19?6; NieZsen e Pedersen, 19?8), leucócitos 

(Pedersen e NieZsen, 19?6) e eritrõcitos (Gambhir e 

co L , 19? 8 ) e em outros ôrgãos como o sistema nervoso centra 1 

(Havrankova e aol., 19?8; Pacold e Blackard, 1979) timo 

(Goldfine e cal., 1972 J e glândula submandibular 
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(Sacchi e cal., 1982). Todos estes estudos foram rea 
lizados em mamiferos. 

Com relação ao registro de receptores de insuli 

na em tecidos de animais não mamiferos, a literatura 

e ainda muito escassa. Foi porêm demonstrada a pre

sença de receptores insulinicos em hepatôcitos de aves (Simon 

e coZ., 1977); em figado, músculo esquelético e rim 

de anfibios(Posner e cal., 1974) e em eritrõcitos de 

aves(Ginsberg e coZ., 1977) , de anfibios e de peixes 

(Muggeo e col.,19?9). 

Estudo comparativo das caracteristicas dos receQ 

tores em eritrõcitos de diversos vertebrados ( de 

peixes a mamiferos, com exclusão de répteis ) pare

ce indicar que o receptor foi altamente conservado 

em todas as espécies, principalmente com respeito aos 

efeitos da temperatura e do pH, i e~pecificidade -a 

insulina e seus anâlogos e ã cooperatividade negati

va ( Mu g g e o e c o Z. , 1 9 ? 9 ) • C o opera t i v i da de nega t i v a si _g_ 

nifica que a ligação da insulina ao sitio receptor 

induz ã perda de afinidade de outros sitias recepto-

res para a insulina, devido, nesse caso, a uma veloci 

dade de dissociação acelerada do complexo insulina -

receptor (De Meyts e coZ., 19?8). De Meyts e cal. 

(19?8) demonstraram uma região especifica e bem defi 

nida, dentro da ârea de ligação do hormônio que e 

responsãvel pela indução da cooperatividade negativa. 

Esta propriedade que ê caracteristica dos receptores 
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ã insulina foi amplamente conservada durante a evolu 

ção como uma atividade intrinseca da insulina, e, a 

parentemente, permanece invariãvel atravês de toda a 

história da evolução dos vertebrados, que se estende 

aproximadamente por meio bilhão de anos (De Meyts e 

co l. ' 19 7 8) . 

Alem das técnicas de binding in. vitro utiliza -

das para identificar e caracterizar os receptores ho~ 

monais em diferentes tecidos, desenvolveu-se um me

todo in viva, baseado no mesmo principio da competi 

ção quantitativa entre o hormônio marcado e o nao 

marcado. Este mêtodo,introduzido por Puca e Brescia 

ni(1969), para estudo da interação do 6,7- 3 H-17 beta 

estradiol com a glândula mamãria e outros órgãos, no 

camundongo, mostrou-se vãlido para a identificação de 

sitias receptores a outros hormônios(Kammerman e 

Canfield, 1972; Boyland e Wittliff, 1973; Turyn e 

Dellacha, 1978; Marques e cal., 1979; Bergeron e Pos 

ner, 19?9; Warshawsky e cal., 1981). O mêtodo in vivo 

embora não permita a determinação da afinidade e da 

concentração dos receptores hormonais, satisfaz os 

critêrios de dose-dependência, saturabilidade e esp~ 

cificidade exigidos para sua identificação. 

Atravês do mêtodo in vivo, Gagliardino e cal. 

(1980) demonstraram a presença de receptores ã insu

lina no figado de ratos, indicando a validade do me-
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todo, uma vez que concorda com os dados obtidos nos 

clãssicos experimentos in vitPo. Com metodo auto -

radiogrãfico in vivo identificaram-se sitios rece -

ptores em distintas ãreas do sistema nervoso cen 

tral (van Houten e PosneP, 19?9; van Houten e PosneP, 

1981), no pâncreas exõcrino (BePgePon e coZ., 1980) 

e na glândula submandibular do rato (Sacchi e coZ. 

1982). MaPques e coZ. (19?9, 1982), trabalhando com 

tartarugas ChPysemys doPbigni, identificaram atra -

ves de experimentos in vivo a presença de sitios es 

pecificos de ligação a insulina na hipÕfise e nas su 

prarrenais. Estas observações foram confirmadas em 

frações miçrossomais. de hipÕfise de rato ( TuPyn e 

DeZZacha, 1980) e em hipÕfises intactas in vitPo 

(BeZZó e coZ., 1982). Estes ultimas autores eviden 

ciaram ainda uma ação estimuladora da insulina so -

bre a captação de desoxiglicose na hipÕfise, confirmando pela 

ação biológica a provãvel presença de receptores in 

sulinicos nessa glândula. 

A observação de captação especifica da r125 1 ] 

insulina pelas adrenais de tartarugas (MaPques e cal. 

19?9, 1982) foram confirmadas no rato, bem como foi 

demonstrada a ação da insulina sobre a captação de 

desoxiglicose por essa glândula in vitPo (Machado e 

cal., 1982). Atraves de auto-radiografia quantitati 

va, BePgePon e cal. (1980) igualmente registraram ca.E_ 
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tação espec1fica da insulina pela adrenal de ratos. 

Uma vez que glândulas endócrinas , como a hi

pÕfise e as suprarrenais podem ser consideradas Õ~ 

gão-alvo para a açao da insulina, julgou-se impor

tante verificar se a glândula tireÕide poderia a -

presentar tambêm sitias de ligação especffica a 

esse hormônio. 

Elegeu-se como modelo experimental a tartaru

ga , cuja tireõide apresenta particularidades que 

favorecem o estudo da ligação do hormônio marcado 

com [ 125 !]. A captação de iodo pela tireÕide de~ 

ses animais ê relativamente lenta(Chaw e col.,1981) 

em comparacao com a de outras espécies. Este fato 

poderia facilitar a distinção dos dois fenômenos 

captação espec1fica da c125 IJ insulina e a capta -

cão do iodo radioativo resultante da possfvel de -

gradação do hormônio marcado in vivo. 
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OBJETIVOS 

O presente trabalho tem como objetivo 

identificar a presença de sitios de ligação especi

fica à [ 125 r] insulina na tireõide de tartarugas 

Chrysemys dorbigni, através do método in vivo des -

crito por Puca e Bresciani(1969) e adaptado para 

a insulina por Gagliardino e col. (1980), e,compro

vara captação especifica do hormônio pela anãlise 

de filtração molecular em gel do material radioati

vo contido na glândula. 



1? 

MATERIAIS E M(TODOS 

1. ANIMAIS: 

Os experimentos foram realizados em tartarugas 

Chrysemys dorbigni (Reptilia, Chelonia), adultos, 

machos e fêmeas, com pesos os c i 1 ando de 800 a 1850 g. 

Os animais foram colhidos em um dos afluentes 

do Guaiba, o rio Jacui, que se situa nas proximi -

dades de Porto Alegre, Rio Grande do Sul. No Bio

tério do Instituto de Biociências da Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul, os animais foram man 

tidos em tanques especiais, com agua corrente, -a 

temperatura ambiente, com uma ilhota de terra cen-

tral. A alimentação mista (carne moida e vegetais) 

ad libitum foi mantida durante o per1octo de adapta 

ção desses animais , no Biot~rio ( de 7 a 10 

d i a s . 

Vinte e quatro horas antes da realização do ex-

perimento, as tartarugas eram trazidas ao labora

tõrio e mantidas em recipientes com ãgua e sem a

limentacãoatê que seu estudo fosse realizado. A 

temperatura corporal foi mantida relativamente cons 

tante, com variações minimas, pois procurou-se con 

servar a temperatura ambiente ao redor de 24QC, por 

meio de condicionadores de ar, durante todo o tem 

po em que se desenvolveu o experimento. 
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2. SOLUÇOES UTILIZADAS: 

2.1. [ 125 I] insulina: 

A insulina porcina foi marcada com io 

do radioativo ([ 125 IJ), de acordo com o pro-

cedimento de Greenwood e coZ. (1963), 1 igeir~ 

mente modificado. O iodeto de sõdio radioa

ativo procedia da New England Nuclear. A 

marcação da insulina com iodo radioativo foi 

realizada no Departamento de Quimica Bio 

lÕgica da Faculdade de Farmãcia e Bioquimica 

da Universidade de Buenos Aires, pelos pro -

fessores Juan Modesto Dell acha e Daniel Turyn. 

O hormônio iodado foi previamente te~ 

tado e depois congelado a menos 20QC, acon -

dicionado com proteção de chumbo e congela

do a -20QC. Apõs, no mâximo, quatro dias de 

sua marcação com iodo, a insulina era trazi-

da a Porto Alegre. 

Previamente ã administração do hormô

nio marcado ãs tartarugas, realizou-se sua 

purificação através de cromatografia em gel 

de filtração com Sephadex G-50. 

O Sephadex G-50 era preparado susren

dendo-se 3 g desse gel em 150 ml de ãgua des 

tilada e aquecendo-se a mistura durante uma 
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hora em banho maria. Apõs esfriar e decan

tar, desprezava-se o sobrenadante. Adicio

navam-se ao precipitado, outros 150 ml de 

solução tampão de Krebs-Ringer. Este proce

dimento era repetido três vezes. Finalmen

te o Sephadex, assim preparado, era coloca-

do lentamente em uma coluna de vidro de 0,7 

em de diâmetro e 60 em de altura, atingindo 

40 em de altura, quando, então, se comple -

tava com solução de Krebs-Ringer. Fazia-se 

a conexão da coluna com uma pera de decant~ 

ção, contendo também a solução tampão. Dei 

xava-se a coluna, assim preparada, com fluxo 

interrompido, durante toda a noite, a uma 

temperatura de 49C. Na manhã seguinte, a

dicionava-se albumina(Sigma Chemical Company) 

ao tampão, de modo a ter uma concentração de 

1 % e deixava-se passar pela coluna durante 

duas horas. A velocidade de fluxo era de 

0,5 ml em cada 2,5 minutos. 

Apõs duas horas, colocava-se uma a -

mostra de c125 IJ insulina (0,1 a 0,2 ml) 

dilu1da em parte igual de tampão Krebs-Rin

ger, contendo 0,5 % de albumina bovina. Es-

te processo era feito lentamente, com o au

x1lio de uma pipeta Pasteur. Colocava-se o 
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tampão com 1 % de albumina bovina e deixa

va-se passar, colhendo amostras do eluido , 

com intervalos regulares de 2,5 minutos. 

Media-se a radioatividade das amos -

tras eluidas da coluna, através de um Espe

trômetro Baird Athomic, modelo 530. Eram ob-

tidos três picos de radioatividade, que co!:_ 

respondem ao material agregado, ã c125 I]in

sulina e ao c125 IJ livre~ na respectiva O!:_ 

dem de aparecimento. As amostras que corre~ 

d - [1251]. ,. .d pon eram a 1nsu 1na eram reun1 as em 

um sã tubo e misturadas. Dessa mistura re-

tirava-se uma amostra de 30 rl para medir a 

radioatividade. Diluia-se, _então, a insuli 

na marcada em cloreto de sÕdio a 0,9 %, de 

tal forma a se obter 1 a 2 x 10 6 contas por 

minuto em cada 0,5 ml da solução. A dose 

injetada foi de 0,5 ml/Kg de peso corporal 

total da tartaruga. 

2.2.Insulina: 

Foi utilizada insulina bovina cristalina 

com atividade de 26 UI/mg (Lilly). Essa 

insulina era previamente dissolvida em so

lução de ãcido cloridrico 0,06 N e comple -

tado o volume desejado com cloreto de sÕdio 
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0,9 %. A concentração final da insulina nao 

marcada, adicionada a solução contendo [ 125 I] 
_2 3 

insulina , variou de 2 X 10 a 2 X 10 rg/ml. 

O volume injetado foi sempre de 0,5 ml/Kg de 

peso corporal total. 

2.3. Outros hormônios peptidicos: 

Algumas tartarugas foram injetadas com 

( 125 !] insulina associada a excesso de ou -

tros hormônios peptidicos, como, por exemplo, 

o hormônio do crescimento humano, o glucagon e 

a prolactina ovina. 

O hormônio do crescimento foi prepara

do pelo método de Ross e col. (1963) e purifi 

cado em coluna de Sephadex G-100 no Departa -

mento de Quimica BiolÕgica da Faculdade de 

Farmacia da Universidade de Buenos Aires. O 

cloridrato de Glucagon (Laboratorio Lilly) e 

a prolactina(Organização Mundial da Saude) fo 

ram dissolvidos em meio alcalino, a pH 9,5 e 

diluidos em solução salina, com concentração 

f . 1 - d. - ~ [ 125 1] . 1. d 1na , apos a a 1çao ~e 1nsu 1na , e 

2.000~g/ml. Cada animal recebeu 0,5 ml/Kg 

de peso totalldessa solução, por via intra-aõr 

tica. 



22 

2.4. Iodeto de potãssio 0,15 M: 

Uma solução de iodeto de potãssio, na 

dos e de 2, 5 m 1 , f o i i n j e ta da na v e i a j u g u 1 a r 

em um grupo de animais, quatro horas antes 

da administração da insulina marcada com io-

do radioativo. Injetava-se lentamente para 

evitar alterações cardlacas provocadas pelo 

potãssio contido na solução. O iodeto de p~ 

tãssio tinha por finalidade saturar a tireõi 

de de iodo, para evitar que a possivel capt~ 

cão de [ 125 I], produto de degradação da [ 125 1] 

insulina, pudesse mascarar a captação do hor 

mônio radioativo. 

2.5. U A T 

UAT e uma solução constituida por u -

reia 4M, ãcido acetico 1M e Triton X-100 a 

l %. Ela e preparada dissolvendo-se 240 g de 

uréia em 500 ml de ãgua destilada e acresce~ 

tando 60 ml de ãcido acetico. Dissolve-se o 

Triton X-100 em 0,5 ml de ãgua destilada,mis 

turando cuidadosamente com bastão de vidro , 

ate completar 10 ml. Esta solução de Triton 

X-100 e adicionada ã mistura de uréia-ãcido 

acêtico. Apõs isso, completa-se com agua des 

tilada o volume de 1000 ml. 
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3. PROCEDIMENTOS GERAIS: 

3.1. Medida da captação da c125 IJ insulina in vivo: 

Descrição do método: As tartarugas eram pesa-

das e, apõs anestesiadas com pentobarbital s~ 

dica, na dose de 25 mg/ml/Kg de peso corporal 

total, abria-se um retângulo de aproximadame~ 

te 6,0 x 7,0 em, na região ventral da carapa

ça, com o auxilio de uma serra elétrica. Apõs 

a abertura da carapaça, com exposição de to -

dos os Õrgãos, praticava-se a abertura do sa

co pericãrdico e fazia-se a injeção das solu

çoes em estudo, através da aorta, com poste -

rior fechamento do pertuito deixado pela agu

lha, com um no cirúrgico, para evitar não so 

o sangramento, como tambem o refluxo das subs 

tâncias injetadas. 

Para o estudo da ligação especifica da 

insulina ã tireôide in vivo, utilizou-se a 

técnica anteriormente descrita por Turyn e 

Dellacha, em 19?8. 

Apõs determinados intervalos de tempo 

da injeção de [ 125 1] insulina , segundo os gr~ 

pos experimentais, eram colhidas amostras de 

sangue, através de punção ventricular, e colo 
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cados em três tubos previamente pesados. A 

glândula tireôide , localizada na região an

terior dos grandes vasos da base, era retira 

da e dissecada, colocada sobre papel filtro, 

seca, e apôs, introduzida no interior de um 

tubo também previamente pesado. Tomava-se o 

cuidado para que o tecido, bem como o sangue, 

ocupasse a porção mais inferior do tubo. Se 

tal não acontecesse , procedia-se ã centrifuga

ção por dois minutos a 3.000 rotações por mi 
nuto, em centrlfuga Inte~nacional, para que 

todo material ficasse depositado no fundo do 

tubo e consequentemente sua radioatividade fi 

casse contida na geometria do poço contador. 

A radioatividade das amostras era me-

dida em Espectrômetro Baird Athomic, modelo 

530 e calculava-se o numero de contas por 

minuto por grama de tecido ou de sangue 

sendo os resultados expressos pela relação 

contas por minuto por grama de tecido por 

contas por minuto por grama de sangue. 

Grupos experimentais: 

Grupo I : Captação especlfica de [ 125 I]in-

sulina em tartarugas Chrysemys dorbigni,ma

chos e fêmeas , apôs uma hora da injeção do 
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hormônio marcado, a 259 C. Cinco animais ma 

chos e quatro animais fêmeas foram injetados 

com [ 125 1] insulina isoladamente, e quatro 

machos e cinco fêmeas receberam, alem de in-

sulina marcada, insulina em excesso (1 mg/Kg), 

para verificar-se a influência do sexo dos 

animais na captação do hormônio. 

Grupo li Captação de [ 125 1] insulina em 

presença de excesso de outros hormônios pep

t1dicos . Foram estudadas 22 tartarugas ma

chos, distribuidas em cinco subgrupos. O pri 

meiro subgrupo serviu de controle e recebeu 

apenas insulina marcada; o segundo foi inje

tado com excesso de insulina. não marcada; o 

terceiro recebeu, alem de insulina marcada , 

excesso de hormônio de crescimento(hGH); o 

quarto recebeu excesso de prolactina ovina e, 
' 

finalmente, o ultimo subgrupo de quatro tar

tarugas recebeu excesso de glucagon. Todos e~ 

ses subgrupos receberam concomitantemente[ 125 I] 

insulina. Os animais foram sacrificados apos 

uma hora da injeção dos hormônios. 

Grupo 111: Captação da [ 125 I] insulina em tar-

tarugas fêmeas, em função do tempo. O hormô -

nio marcado em estudo foi injetado em 16 tar -

tarugas fêmeas. Grupos de 4 animais foram sa-
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cri ficados aos 30, 60, 120 e 180 minutos, 

apos a injeção intra-aõrtica de insulina mar-

cada. Outros 14 animais receberam, alem de 

[ 125 !] insulina, um excesso de insulina nao 

marcada( 1 mg/Kg de peso total ), e, tambem 

foram sacrificadas nos mesmos intervalos de 

tempo. 

- 125 Grupo IV : Captaçao de [ I] insulina em fun 

cão do tempo, em tartarugas fêmeas previamen

te injetadas com iodeto de potãssio. O iode

to de potãssio 0,15 M, na dose de 2,5 ml foi 

administrado 4 horas antes da injeção de c125 1] 

insulina, por via endovenosa , para a observa 

çao da influência do iodo na captação do ho! 

m6nio marcado. Foram injetados 12 animais do 

sexo feminino os quais foram sacrificados aos 

30, 60, 120 e 180 minutos. Outro grupo de 12 

animais recebeu alem de iodeto de potãssio e 

da insulina marcada, excesso de insulina nao 

marcada, na dose de 1 mg/Kg de peso corporal 

total. 

C - ~f. d [1251] . aptaçao espec1 1ca a 1nsu-

1ina pela tireÕide, em presença de doses cres 

centes de insulina nao marcada, com a finali-

dade de determinar a curva dose-efeito na ini 

bição da captação do horm6nio marcado pela in 
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sulina nao marcada. Vinte e oito tartarugas 

machos foram injetadas com [ 125 1] insulina e 

doses crescentes de insulina não marcada,nas 

concentrações de 10- 2 , 10- 1 , 10 9 , 10 1 , 10 2 e 

10 3f"g/Kg de peso em um volume de 0,5 ml.Os 

animais foram sacrificados uma hora apõs a 

injeção das substâncias . Idêntico procedime~ 

to foi efetuado em tartarugas injetadas 4 hQ 

ras antes com iodeto de potãssio (2,5 ml /Kg 

de peso de solução 0,15 M). 

3.2. Anãlise da natureza do material radioativo: 

Proeedime~to in vivo: 

Apõs anestesiar as tartarugas com pe~ 

tobarbital sÕdico (25 mg/Kg de peso corporal), 

procedia-se ã abertura da carapaça na porçao 

ventral do animal, conforme jã foi descrito 

no metodo de captação de [ 125 1] insulina in 

vivo, na pãgina 23. Apõs determinado inter -

valo de tempo da administração de [ 125 r] in-

sulina, retirava-se uma amostra de sangue 

por punção ventricular e extirpava-se a glâ~ 

dula tireÕide. 
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Extração do material radioativo: 

A tireóide: retirada a tireÕide, esta 

era dissecada, pesada e lavada em solução sa

lina. Conservava-se em gelo. Apõs cortar a 

tireõide com uma tesoura, em pequenos fragme~ 

tos, estes eram retirados da solução salina e 

colocados em 3 ml de UAT. Procedia-se, então, 

ã homogenização do tecido tireÕideo com o ho-

mogenizador de vidro, por dois minutos, com 

velocidade mãxima. Apõs, deixava-se em repou

so no gelo, por alguns minutos, at~ desapare --

cer a espuma. Centrifugava-se, então, o homog~ 

nizado em Centrifuga Sorval, por 15 minutos, 

a 10.000 gravidades . O sobrenadante era co

locado em tubos plâsticos, apõs previa retira 

da da camada de gordura. Contava-se a radio

atividade do sobrenadante em 3 a 4 aliquotas 

de 200 rl. Ao precipitado acrescentavam-se 2 

a 3 ml de hidróxido de sÕdio a 1 M e agitava

-se atê constituir uma mistura homogênea. Re

tirava-se uma aliquota de 200 rl para medir a 

radioatividade e calculava-se a radioativida-

de total contida no precipitado. Em geral ,m~ 

nos de 10 % da radioatividade total do homo -

genizado da tireÕide aparecia no precipitado. 
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O plasma : o sangue era colocado em 

tubos heparinizados para não coagular e~ po~ 

teriormente centrifugado. O plasma assim o~ 

tido era colocado em gelo. Retirava-se apõs 

uma aliquota de 50 fl para contagem radioa -

tiva e outra aliquota que contivesse 20.000 

a 100.D00 contas por minuto. A esta amos 

tra acrescentava-se solução de UAT, de for-

ma a completar um volume de 1,5 ml. 

A [ 12 SI] . 1 • 7-nsuv't-na: dilui-se em 2 ml 

de UAT a gota que restou na seringa utiliza

da para injetar a [ 125 I] insulina • Contou -

se a radioatividade contida em 200 rl. Uti -

lizou-se uma amostra desse preparado, con -

tendo cerca de 100.000 contas por minuto, p~ 

ra eluir em coluna de Sephadex G-50 e estab~ 

lecer o perfil cromatogrãfico da [ 125 !] insu 

lina injetada. 

FittPacão molecular em gel: 

Para estabeler a natureza do material 

radioativo contido no plasma e na tireõide 

foi realizada a filtração molecular em gel • Cada 

amostra de tecido, plasma ou [ 125 IJ insulina 

foi submetida ã cromatografia em coluna de 

Sephadex G-50 equilibrada com UAT. 
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A coluna de Sephadex G-50 foi prepara

da da seguinte forma: pesaram-se 3q de Sepha -

dex G-50 e dissolveu-se em ãgua destilada, a-

quecendo em banho maria, durante uma hora. A

pós esfriar e decantar, colocou-se o liquido 

lentamente em uma coluna de 0,7 em de diâme -

tro e 60 em de altura. Deixou-se passar 150 

a 200 ml de ãgua destilada para compactar e 

lavou-se a coluna com 150 ml de UAT. 

Semeou-se ao redor de 1,5 ml de materi 

al em estudo (sobrenadante, plasma ou [ 125 I] 

insulina). Foram recolhidas frações de apro

ximadamente 800 Jl, em um minuto, em cada tu

bo, num to ta 1 de 100 tubos. Este processo foi 

realizado a uma temperatura constante d~ 20Q 

a 259 C. As amostras assim obtidas foram 

contadas em Espectrõmetro Baird Athomic, mo -

delo 530. 

Grupos experimentais: 

Estes grupos experimentais estavam cons 

tituidos por animais fêmeas, com pesos variã-

veis entre 1.100 e 1.950 g. 

Grupo I : cinco tartaurgas fêmeas foram inje

tadas com [ 125 1] insulina isoladamente e fo -

ram sacrificadas respectivamente após 15, 30, 

60, 120 e 180 minutos da injeção. 
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Grupo 11 : cinco tartarugas fêmeas foram in -

jetadas com [ 125 IJ insulina associada a exces 

so de insulina não marcada ( 1 mg/ml/Kg de p~ 

so total) e foram sacrificadas aos 15, 30, 60, 

120 e 180 minutos apõs a injeção dos hormô 

nios, respectivamente. 

cinco tartarugas fêmeas foram inj~ 

tadas com iodeto de potãssio, na dose de 2,0ml, 

por via intra-aõrtica, 15 minutos antes da ad-

ministração do hormônio marcado. Esses animais 

foram sacrificados apôs 15, 30, 60, 120 e 180 

minutos da administração da insulina marcada. 

Grupo IV : duas tartarugas fêmeas receberam 

2,0 ml de iodeto de potãssio 15 minutos antes 

d . . - d [1251] . l. . d - . a lnJeçao e 1nsu 1na assoc1a a a 1n-

sulina não marcada em excesso. Os animais fo-

ram sacrificados aos 120 minutos da adminis -

tração do hormônio radioativo. 

4. ANALISE ESTATISTICA: 

Todos os resultados obtidos foram ex -

pressas como media ±erro padrão da media. Utili -

zou-se para anâlise estatistica o teste t de Student 

para amostras independentes. O nlvel de significin

cia foi de 5 %. 
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RESULTADOS 

Captação da radioatividade pela tireõide de tartarugas 

Chrysemys dorbigni machos e fêmeas: 

A tabela I mostra os resultados da 

captação da radioatividade pela tireõide de tartarugas 

h f - h . . - d [1251] . mac os e emeas, uma ora apos a lnJeçao e 1n 

sulina ou de [ 125 IJ insulina associada a um excesso de 

insulina não marcada. Pode-se observar que a rela 

cão entre a radioatividade do tecido tireõideo e a do 

sangue foi estatisticamente mais elevada nos animais 

que receberam apenas [ 125 I] insulina, do que naqueles 

injetados com insulina não marcada juntamente com 

[ 125 1] insulina. Não houve diferenças estatisticamen 

te significativas na captação de radioatividade pela 

tireÕide de tartarugas machos e fêmeas. 
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TABELA I 

Captação da radioatividade pela tireõide de Ch~ysemys do~bigni, 

uma hora apõs a injeção de [ 125 I] insulina apenas ou juntamente 

com insulina não marcada. 

Relação Tireõide I San)ue 
(cpmlg T I cpmlg S 

ANIMAIS E125 I] insulina [ 125 I] insulina p 

+ insulina(1mg1Kg) 

+ * + MACHOS 4,27 - o' 77 0,56 - o' 12 < 0,001 
(5) (4) 

FtMEAS 3,49 + 1 '07 0,93 + o, 15 < 0,05 - -

L 
(5) (4) 

* Medias ~ EPM 

Entre parênteses numero de animais 

Temperatura 259 C 
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Captação da radioatividade pela tireóide de tartarugas 

Chrysemys dorbigni em presença de vârios hormônios poli 

pept1dicos. 

Quando a [ 125
r] insulina foi administr~ 

da juntamente com excesso de insulina não marcada, obser 

vou-se uma diminuição da radioatividade captada pela ti 

reÕide, enquanto que o glucagon, o hormônio do cresci -

menta e a prolactina nao foram capazes de interferir ne~ 

sa captação, conforme os resultados obtidos neste expe

rimento e que estão sumarizados na tabela II. 
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TABELA 11 

Captação da radioatividade pela tireõide de tartarugas Chrysemys 

d b . h - d . . - d 125 I] . 1 . ar ~gni uma ora apos a a m1n1straçao e [ 1nsu 1na asso -

ciada ou nao ã insulina ou outros hormõnios polipeptidicos. 

[ 125 IJ Insulina Relação TireÕide I Sangue Valor de p com 
- - 125 + (cpm/g T I cpm/g S) relaçao a [ I] 

hormônios(lmg/Kg) insulina apenas 

+ * Nada 4,47 - 0,83 
( 6) 

Insulina 0,47 + 0,07 < 0,001 -
(4) 

Hormônio do 6,20 + 1,35 - n.s. 
crescimento ( 4) 

Prolactina 3,91 + - 0,07 n.s. 
(4) 

Glucagon 3,91 + 0,87 - n.s. 
(4) 

-· 

* Media :!:" EPM 

Entre parênteses numero de animais 

Temperatura 25 QC 
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Captação da radioatividade pela tireóide de ttrttrYQêi 

Chrysemys dorbigni em função do tempo. 

A captação da radioatividade pela ti -

reõide de tartarugas, apos diferentes intervalos de 

t d d .. t - . t - t' d [ 125 1] . 1. empo a a m1n1s raçao 1n ra-aor 1ca e 1nsu l-

na apenas ou associada ã insulina não marcada(l mg/Kg) 

pode ser vista na Figura 1. Da anãlise dessa figura , 

observa-se que hâ um aumento crescente da captação da 

radioatividade pela tireõide, que se mostra ainda mui

to elevada apõs três horas da administração do hormô -

nio marcado. Apõs a injeção de [ 125 IJ insulina asso -

ciada a um excesso de insulina não marcada, observa-se 

significativa redução da captação da radioatividade p~ 

la tireõide, mas também essa menor captação aumenta em 

função do tempo. 

A figura 2 mostra a captação da radio

atividade pela tireõide de tartarugas previamente in -

jetadas com iodeto de potãssio. Pode-se ver que os v~ 

lores da relação T/S alcançam o mãximo aos 30 minutos, 

decrescendo ate os 180 minutos. Nesses animais previ~ 

mente injetados com iodeto de potãssio, observa-se tam 

bem que a insulina não marcada administrada em excesso 

inibe a captação de [ 125 1] insulina pela tireÕide. 

Comparando os dados obtidos nesses dois 

grupos de animais, com ou sem a administração previa de 
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iodeto de potãssio, observa-se que no primeiro grupo a 

captação da radioatividade é mãxima aos 30 minutos, e~ 

quanto que no segundo grupo essa captação continua au

mentando até 180 minutos. Quando os animais receberam 

. - . - [1251] . ,. previamente 1odeto de potass1o e apos 1nsu 1na 

associada ã insulina não marcada, observa-se uma niti-

da redução na captação da radioatividade pela tireõi

de, e a relação T/S permanece constante no decorrer do 

tempo, ao contrãrio do que se verifica nos animais que 

não receberam iodeto de potãssio. 



T /S 

30.0 

26.0 

24.0 

20.0 

16.0 

4.0 

2.0 

·-t25 I] INSULINA 

0-f25 I] INSULINA+ INSULINA BOVINA 
(imQ/ko) (4) 

30 60 

( 4) 

120 

MINUTOS 

{ 3) 

180 

FIGURA 1 - CAPTAÇAO DA RADIOATIVIDADE PELA TIREOIDE DE TARTARUGAS 
Chrysemys dorbigni FtMEAS APOS DIFERENTES INTERVALOS 
DE TEMPO DA INJEÇAO I.A. DE [ 125 r] INSULINA OU DE 
[ 125 I] INSULINA MAIS INSULINA NÂO MARCADA. 
NOMERO DE ANIMAIS ENTRE PARtNTESES. 



TIS 

4.0 

2.0 

( 3) 

! 

·- f2si] 
o- e5r] 

( 3) 

(3} (3) 

õ 

INSULINA 

INSULINA+ INSULINA BOVINA 
(tmo/ko) 

(3) 

( 3) 

;( ( 3) 

r---º 
0~---.-----r---------.----------~ 

30 60 120 180 

MINUTOS 

FIGURA 2 - CAPTAÇÃO DA RADIOATIVIDADE PELA TIREOIDE DE TARTARUGAS 
Chrysemys dorbigni FtMEAS APOS DIFERENTES INTERVALOS 
DE TEMPO DA INJEÇAO I.A. DE c125 I] INSULINA. TODOS OS 
ANIMAIS FORAM INJETADOS COM 2,5 ML DE KI 0,15 M 4 HO
RASANTES DA c125 IJ INSULINA. 
NOMERO DE ANIMAIS ENTRE PARtNTESES. 



10 

Captação da radioatividade pela tireõide de tartarugas 

Chrysemys dorbigni em presença de doses crescentes de 

insulina não marcada. 

-2 Doses de insulina nao marcada de 10 ng 

a tê 1 O 3 fg I K g de p e s o c o r p o r a 1 to t a 1 d a t a r t a r u g a q u a~ 

do injetadas associadas ã [ 125 IJ insulina, mostram que 

a competição ê dose dependente. Uma curva dose-efeito 

pode ser obtida quando as contas por minuto por gramade 

tecido de tireÕide sao correlacionadas em função da do-

se administrada do hormônio não marcado, como pode ser 

visto na Figura 3 a . 

Similar curva tambêm ê vista quando da 

administração de iodeto de potãssio previamente ã inje-
- 12 5 -çao de [ I] insulina e de insulina nao marcada aos 

animais em estudo, como se vê na Figura 3 b. 

A dose de insulina não marcada necessa-

ria para inibir 50 % da captação da 

la tireõide ( Eo 50 foi de 10- 1 a 

radioatividade pe -
o 

10· rg/Kg de peso 

corporal, tanto nos animais submetidos ã administração 

previa de iodeto de potãssio como naqueles que não re

ceberam essa substância. 
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Anãlise da natureza do material radioativo contido na 

[ 125 1] insulina e no plasma. 

A Figura 4 A mostra o perfil de elui -

çao, em cromatografia de Sephadex G-50, da solução de 

[ 125 1] . 1. d .. t d . . 1nsu 1na a m1n1s ra a aos an1ma1s. Observa - se 

o aparecimento de três picos. O primeiro pico, da es -

querda para a direita por ordem de aparecimento, corre~ 

ponde ao volume de eluição do Azul Dextran, e ê atribui 

do a agregados de molêculas presentes na preparação de 

[ 125 1] insulina. O segundo pico, o maior, representa 

[ 1251]. 1' . 1' - d 1nsu 1na, uma vez que a 1nsu 1na nao marca a p~ 

rificada nas mesmas condições elui no mesmo volume. O 

terceiro pico corresponde a produtos de degradação fi

nal da [ 125 1]insulina que eluem com o iodeto de potãs-

sio radioativo. Como se pode ver na Figura 4 A, a so

lução de c125 I] insulina utilizada nos experimentos en 

contrava-se praticamente isenta de [ 125 1Na]. 

Os perfis de eluição das amostras de 

plasma colhidas apõs 60 minutos da injeção intra-aõr -

tica de [ 125 1] insulina ou de [ 125 1] insulina mais in-

sulina não marcada (1 mg/Kg) encontram-se nas Figuras 

4 B e 4 C, r e s p e c t i v a me n t e . Em a m b a s amo s t r a s , a ma i o r 

proporção de radioatividade eluiu no pico correspon -

dente i [ 125 1] insulina. Observa-se, no entanto, na 

Figura 4 B um ligeiro acrêscimo de radioatividade no 

pico correspondente ao c125 1Na], o que pode indicares 
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.- - 125 tar Ja ocorrendo um certo grau de degradaçao da [ I] 

insulina injetada. Este fenômeno torna-se mais eviden 

te aos 180 minutos, quando a maior proporção da radio

atividade aparece no pico do [ 125 INa], reduzindo-se o 

pico correspondente ã insulina (Figura 5 A). 

O plasma colhido aos 180 minutos da 

injeção de c125 I] insulina juntamente com excesso de 

insulina não marcada mostra um perfil de eluição com

pletamente distinto: a maior proporção da radioativi -

dade aparece no pico da insulina e pequena fração no 

pico do [ 125 INa[, indicando ter ocorrido menor degrad~ 

ção do hormônio marcado (Figura 5 DJ, 
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Análise da natureza do material radioativo de extratos 

de tireõide oriundos de animais que receberam exclusi

vamente E125 I] insulina. 

A eluição dos extratos de homogeniza -

dos de tireÕide revelou três picos, como se vê na Fi -

gura 6. A proporçao da radioatividade em cada um des

ses picos mostra acentuada modificação com o decorrer 

do tempo. Aos 15 minutos não aparece o primeiro pico, 

enquanto que o segundo e bem evidente e o terceiro e 

pequeno (Figura 6 A). Aos 30 minutos, vê-se o aparecl 

menta do primeiro pico, continuando nTtido o segundo 

e aumentando o terceiro(Figura 6 B). Aos 60 minutos , 

como se pode verificar na Figura 6 c, o segundo pico e 

nitido e hâ um aumento do primeiro e terceiro picos 

sendo o segundo pico ainda de maior proporção que os 

demais. Na Figura 6 D, que representa material elui -

do apõs 120 minutos da administração de [ 125 1] insuli-

na, observou-se o desaparecimento do segundo pico, to~ 

nando-se predominante o primeiro, tendo diminuido acen 

tuadamente o terceiro pico. Aos 180 minutos, como se 

pode ver na Figura 6 E, hâ predominância do primeiro 

pico, diminuindo o terceiro e continuando ausente o se 

gundo. 
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Análise do material de extratos de tireóide oriundos de 

animais que receberam [ 125 I] insulina juntamente com ex 

cesso de insulina não marcada. 

A administração de [ 125 I] insulina as -

saciada â insulina não marcada diminui a captação de 

[ 125 1] insulina. Isto pode ser visto na Figura 6, em 

que se observa uma redução do segundo pico, em compar~ 

çao ao encontrado em extratos de tireõides de animais 

injetados apenas com insulina radioativa. Esta redu -

çao na captação se observa dos 15 aos 60 minutos. Aos 

120 minutos a proporção de radioatividade e similar nos 

três picos, e aos 180 minutos a quase totalidade do ma 

terial radioativo eluiu no primeiro pico. Fenômeno si 

milar foi observado nos extratos de tireoide retirados 

d t .. t d [ 125 !] . 1. e tar arugas lnJe a as apenas com 1nsu 1na. 
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Análise do material elu1do de extratos de tireõide ori-

undos de animais que receberam c125 I] insulina apõs a 

administração de iodeto de potássio. 

A Figura ? mostra que mesmo em presen-

ça de saturação da glândula tireoide pelo iodeto de 

- . h- - d [125 . . potass1o, a uma captaçao e I] 1nsul1na por esse 

Õrgão, fato que e demonstrado nas curvas de eluição p~ 

la presença de um segundo pico representativo, que jã 

aparece aos 15 minutos da administração da insulina ra 

dioativa. 

Pode-se observar ainda na Figura ? que 

o primeiro pico e pequeno e assim se mantem por todo 

tempo do experimento (ate 180 minutos), ao contrãrio 

do que foi visto na eluição de extratos de tireõide re 

tirados de animais sem a previa injeção de iodeto de 

potãssio, em que esse pico apresentou extraordinãrio 

aumento. Por outro lado, o terceiro pico apresenta gr~ 

dativo aumento dos 15 aos 180 minutos. 
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A Figura 8 permite uma comparaçao da 

percentagem da radioatividade em cada um dos picos 

de eluição dos extratos de tireõide em função do tem 

d d .. - d [1251]. ,. d [1251] po a a m1n1straçao e 1nsu 1na ou e 

insulina mais excesso de insulina não marcada e de 

[ 125 1] insulina com ou sem a previa injeção de io

deto de potãssio. Ao analisarmos o histograma das 

percentagens relativas de cada pico, verifica-se que 

o segundo pico e praticamente idêntico em todos os ex 

perimentos em que os animais são sacrificados 15 mi-

-nutos apos a administração das substâncias em estudo, 

Ua 1·s s · [ 125 1]. 1 . [ 125IJ. 1 . . q e J a m : 1 n s u 1 n a o u 1 n s u 1 n a ma 1 s 

excesso de insulina não marcada, com ou sem injeção pr~ 

via de iodeto de potãssio. O terceiro pico jã aparece aos 15 mi 

nutos da injeção de insulina radioativa isoladamente, mas que 

nao aparece nos demais casos. 

Na Figura 8 , ve-se que a administra -

çao da insulina não marcada diminui a degradação da 

[ 125 I] insulina. Isto pode ser visto, comparando o 

terceiro pico dos casos com injeção de [ 125 1] insu -

lina apenas, com e sem a administração previa de io

deto de potãssio. Outro ponto a ser ressaltado e que 

a injeção de [ 125 IJ insulina apenas ou de insuli

na marcada mais excesso de insulina não marcada faz 

-com que o primeiro pico va aumentando gradativamen -

te ate os 180 minutos, e que com a administração pr~ 
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via de iodeto de potãssio, este pico nao aumenta. 

A Figura 9 mostra as curvas de elui

çao de extratos de tireôide obtidos ao sacrificar 

os animais aos 120 minutos da administração de 

[ 125 I] insulina apenas ou [ 125 IJ insulina mais ex-

cesso de insulina não marcada, com e sem a injeção 

previa de iodeto de potãssio. Pode-se verificar 

que aos 120 minutos o segundo pico ê comparativame!:l_ 

te maior quando se administra previamente iodeto 

de potãssio e que a insulina não marcada diminui a 

degradação da [ 125 1] insulina, também quando da ad 

ministração previa de iodeto de potãssio. O histo 

grama das percentagens dos picos de radioatividade 

obtidos no experimento aos 120 minutos da injeçao 

das substâncias, pode ser visto na Figura zo. Ana

lisando essa figura observa-se que hã uma n1tida re 

dução do terceiro pico quando da administração de 

excesso de insulina não marcada. Nessa mesma figu

ra ve-se a predominância do primeiro pico quando a 

[ 125 1] insulina e injetada sem a administração pr~ 

via de iodeto de potassio e que ele praticamente d~ 

saparece quando da injeção previa dessa substância. 
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DISCUSSJ\0 

Em 1953, Elgee e col., em seus estudos 

sobre a distribuição da insulina radioativa em ratos, 

constataram uma alta concentração de radioatividade a 

p õ s 1 5 minutos da a d mini s tração de [ 1 31 I J in s u 1 in a em 

varias tecidos, incluindo a tireÕide. Entretanto, es-

ses autores não deram a devida import~ncia a esta ~1 -

tima observação. Para explicar esses resultados, le -

vantaram a hipõtese que a concentração elevada de 

radioatividade nessa gl~ndula seria o resultado da al

ta captação do c131 1J livre. 

Marques e col. (1980) demonstraram cap-

t - ~f. d c125 1] . l. 1 h" -f. açao espec1 1ca e 1nsu 1na pe a 1po 1se e 

pelas suprarreanis de tartarugas Chrysemys dorbigniem 

experimentos in vivo, enquanto que Turyn e Dellachaem 

1980, através de estudos in vitro, conseguiram comprQ 

vara existência de sitias de ligação especifica para 

a insulina em preparados de membranas de hipÕfise de 

ratos. Partindo dos trabalhos acima que demonstraram 

que tanto a hipÕfise como as suprarrenais captam a 

[ 125 1] insulina, por que a tireõide não a captaria ? 

Levantou-se assim a hipõtese de que tambem a tireõide poderia 

apresentar sitios de 1 igação para a insulina , tendo 

em vista que esta ~ltima gl~ndula filogeneticamente 
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estã unida ao tubo digestivo ã semelhança do pancreas 

e do figado. Partindo dessas premissas ~ conhecimen -

tos, resolveu-se estudar a tireõide, utilizando a téc-

nica in vivo, descrita por Turyn e Dellaaha (19?8) 

para verificar a captação especifica da [ 125 !] insu

lina pela tireÕide de tartarugas Chrysemys dorbigni. 

Nos ultimas anos, novos métodos e adap

tações de técnicas jâ conhecidas levaram ao estudo da 

ligação de hormônios peptidicos a seus receptores. Me

todos e técnicas que procuram estudar diretamente a 

ligação hormônio-receptor sao todos semelhantes no to

cante ao uso de hormônios radioativos, pois estes apr! 

sentam as mesmas propriedades dos seus hormônios nati

vos não radioativos (Elgee e aol., 1954; Freyahet,19?6). 

Kammerman e Canfield, em 19?2, descreveram um método 

in vivo, utilizando gonadotrofina coriônica humana ma~ 

cada com iodo radioativo, e observaram sua ligação es

pecifica ao ov~rio de ratas. Este método foi utilizado 

por Turyn e Dellaaha(19?8) para demonstrar, em ratos 

a captação especifica pelo figado do hormônio do cres -

cimento. Esta técnica in vivo, alem de apresentar re -

sultados superponiveis aos encontrados com os métodos 

in vitro, tem a vantagem de ser menos laboriosa. 

A captação de radioatividade pela tire -

Õide de tartarugas Chrysemys dorbigni foi obtida pela 

administração intra-aõrtica de [ 125 1] insulina. Obser 

vou-se que esta captação era mâxima aos 180 minutos a-
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pos a injeção intra-aõrtica do hormônio marcado. 

A analise cuidadosa da curva de 

captação revela que at~ os 60 minutos apos a ad

ministração do hormônio ocorre um lento e progres-

sivo aumento da captacào de radioatividade e, que, a

pôs esse per1odo de tempo, ha uma ascenção abrupta da 

mesma, que se continua at~ o final do experimento. Com-

parando essa captação radioativa com aquela encontrada 

em animais previamente injetados com iodeto de potãs -

sio, verificou-se que a captação mãxima de radioativi 

dade pela glândula se deu aos 30 minutos, -apos os 

quais houve um decréscimo gradativo ate a formação de 

um 11 plateau". 

Observou-se, outrossim, que a capta

çao de radioatividade pela tireõide atinge o seu ma -

ximo, mais rapidamente que a captação pelo flgado de 

tartaruga , pois, nesse orgao, isto ocorre aos 60 

minutos apõs a administraçao de [ 125 1 ] insulina (Ma 

c:hado, 7D8Z ). Por outro lado, em ratos, a capta -

çao de insulina pelo f1gado ~ mãxima aos 10 minutos a

pos a administração do hormônio marcado (Gagliardi -

no e col., 7.9/lO ). A razão dessa diferença no tempo 

- . d t - d [ 125 I ] . l . d -max1mo e cap açao a 1nsu 1na nas uas espe-

cies pode ser atribu1da ã diferença de temperatura cor-

pora·l existente entre esses animais. Tur>yn P col. (1980) 

demonstraram, em tartarugas, que a captação, pelo flgado, 

do hormônio do crescimento radioativo, ê dependente da 

temperatura, ocorrendo, respectivamente ãs 8,4 e 2 horas 

da injeção intra-aõrtica do hormônio, em animais mantidos 

a temperaturas de 14, 25 e 309C. 
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Como em todos esses estudos de ligação, 

a ligação nao especifica e estimada pela medida da ra 

dioatividade ligada em presença de grande excesso de 

hormônio não marcado(Freychet e col., 19?1; Cuatreca-

sas, 19?1), resolveu-se verificar qual era a captação 

especifica no caso da tireõide. O excesso de hormô -

nio não marcado realmente deslocou a insulina radio -

ativa durante a primeira hora do experimento, mas a

põs esse per1odo de tempo, verificou-se que diminuía 

a inibição, voltando a aumentar a captação radioativa 

pela glândula. Levantou-se a hipõtese que, com a de 

gradação da [ 125 I] insulina pelos te c i dos extra-tireoi

deos , haveria liberação de [ 125
1] livre, que sob essa 

forma seria captado pela glândula, aumentando, assim 

a radioatividade. Sabendo-se que a captação de iodo 

pela tireõide e suprimida pela administração de iode-

to de potãssio (DeGroot, 1980), muito embora o meca-

nismo que determina esse bloqueio seja incerto, resol 

veu-se utilizar essa substância. Assim, exclui-se a 

possibilidade de que a captação de material radioati

vo se devesse ã captação do iodo e não da insulina • 

Realmente os animais estudados que receberam previa -

mente iodeto de potassio apresentaram uma captação e~ 

pecifica de [ 125 I] insulina que alcançou o maximo aos 

30 minutos, decrescendo apos, e que era bloqueada p~ 

la administração de insulina nao marcada, mesmo -apos 

180 minutos de sua injeção. 
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A especificidade de captação, caracte

ristica fundamental dos receptores a hormônios pepti 

dicas, e demonstrada pela inibição da captação radio 

ativa com a administração de um excesso do hormônio 

correspondente não marcado (Freychet, 19?6) e a nao 

inibição por outros hormônios peptidicos, mesmo em 

altas concentrações (Cuatrecasas, 19?2). Isto foi ca 

balmente demonstrado no presente experimento, quando 

se administrou excesso de glucagon, prolactina e ho! 

mônio do crescimento, que não alteraram a captação r~ 

dioativa pela tireÕide, como pode ser visto na Tabe

la II· Esta especificidade dos receptores ã insulina 

tambem pode ser observada nos experimentos realiza -

dos in vivo, tanto no figado de ratos (Gagliardino e 

col., 1980) como de tartarugas (Machado, 1981), e a~ 

plamente demonstrado nos experimentos in vitro (Pos

ner e col., 19?4). 

A captação residual do hormônio marca

do em presença de altas concentrações de hormônio não 

marcado e considerada como "não especifica"(Freychet 

e col., 19?1: Cuatrecasas, 19?1; Freychet, 19?4:Frey_ 

chet e col., 19?4). Este componente inespecifico e 

responsãvel pelo aumento linear da ligação total que 

ocorre com altas concentrações de hormônio (Kahn,19?6). 

Subtraindo-se a ligação não especifica da total, ob-

tem-se a ligação especifica. 
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Na Figura 1 pode-se observar a capta

çao total da radioatividade pela tireõide de tarta

rugas nao injetadas com iodeto de potãssio, onde se 

verifica um aumento sempre crescente nessa captação 

e que a captação inespecifica aumenta de forma par~ 

lela. A anãlise cuidadosa dessa primeira curva (Fi 

gura 1) mostra que ate os primeiros 30 minutos da 

administração do hormônio marcado, a curva e super

ponivel ã curva que se ve na Figura 2 , que corres-

ponde aos animais injetados previamente com iodeto 

de potãssio e que, a partir desse momento, ou seja 

apõs os primeiros 30 minutos, tem-se a impressão 

que outro fenômeno biolÕgico estã atuando, qual 

seja o da captação de c125 IJ livre pela glândula , 

fazendo com que haja um aumento s~bito na captação 

de radioatividade pela tireõide. Este segundo fe

nômeno biolÕgico não ocorre quando a glândula e 

bloqueada previamente pelo iodeto de potãssio, co-

mo se observa claramente pelo estudo da curva cor 

respondente (Figura 2). ApÕs os primeiros 30 mi -

hutos, a captação de radioatividade pela tireÕide 

cai, devido talvez ã saturação dos sitias recepto

res ã [ 125 I] insulina nessa glândula. Nesta mes -

ma figura, pode-se observar a captação não especi

fica de radioatividade pela glândula que e minima 

e constante e se deve ã presença de radioatividade 
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no lfquido · extracelular do par~nquima tire5ideo e/ou 

ã adsorção do hormônio simplesmente. 

O estudo comparativo entre a captação de 

radioatividade pela tire5ide de tartarugas machos e 

f~meas não demonstrou diferenças estatisticamente signi -

fi cativas , tanto nos experimentos com insulina mar 

cada apenas , como naqueles casos em que esta substin

cia foi injetada concomitantemente com excesso de in

sul i na não marcada, como se pode observar na Tabela II .. 

Desta forma, empregaram-se durante o transcorrer do 

presente trabalho, tartarugas machos e f~meas indife

rentemente, entretanto utilizando-se animais do mesmo sexo,em 

cada tipo de experimento. 

Um ponto importante a ser analisado e 

a curva de deslocamento da [ 125
1] insulina pela admi-

nistração de doses crescentes de insulina não marcada, 

para verificar a dose deste hormônio,sob a forma nati 

va, capaz de prevenir em 50 % a captação de [ 125 1] i~ 

sulina por essa glindula (Eo 50 ). A Figura 3 mostra 

a razão entre a radioatividade encontrada na tire5ide 

e a do sangue, obtida quando [ 125
I] insulina e injet~ 

da concomitantemente com diferentes e crescentes do -

ses de hormônio não marcado. Pode ser visto que esta 

razão cai em 50 % de seu valor quando doses de 10- 1 a 

10°~g/Kg de peso corporal de insulina bovina 

marcada e injetada associada ã [ 125 1] insulina. 

na o 
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-1 o O valor da Eo50 sendo da ordem de 10 a 10·~g de insulina 

por Kg de peso corporal, indica que provavelmente a c125 r J 

insulina estã realmente ligada a receptores e não simplesme~ 

te adsorvida aos tecidos e liquidas extracelulares. Esta cur 

va dose-efeito assim obtida tem sido usada nos mais diversos 

experimentos, tanto in vitro (House e Weidemann, 19?0;Herri!!_ 

gton e col., 19?6; Simone col., 19??: Emdin e col., 19?? ; 

Freychet e col., 19?2; Turyn e Dellacha, 1980) como in vivo 

( Puca e Bresciani, 1969; Kammerman e Canfield, 19?2; Tur•yn 

e DeUacha, 19?8; Marques e col., 19?8; van Houten e Posne:e, 

19?9; Gagliardino e col.,1980), para comprovar a ligação e~ 

pecifica de harmonias peptidicos a seus sitias receptores. 

Idêntico valor da Eo50 foi obtido no experimento com ani -

mais previamente injetados com iodeto de potãssio e sacri

ficados no mesmo intervalo de tempo ( 60 minutos ). Isto 

se deve ao fato de que após uma hora da injeção da insuli 

na radioativa, a degradação do hormônio ainda ê insignifi 

cante, não havendo c125 IJ livre circulando, como se com

prova no perfil de eluição do plasma (Figura 4). Desta 

forma, a radioatividade contida na glândula, em ambas as 

curvas dose-efeito (sem e com iodeto de potãssio previa ) 

deve-se ã captação exclusiva da [ 125
I] insulina e ã ini-

bição competitiva dessa captação por doses crescentes de 

insulina não marcada. 

Procurou-se ainda comprovar que o mate-

rial radioativo existente nos tecidos tireoideos represe~ 

1 [ 125 I] · 1 . ,., d t I d tava rea mente a 1nsu 1na e nao pro u os ce egra-

ção desse hormônio marcado. Para tal procedeu -
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-se ao metodo da extração e purificação do material 

radioativo encontrado na tireoide de tartarugas, a

põs a administração de c125 1] insulina apenas ou de 

125I]. 1 . · · 1 . - d [ 1 n s u 1 na ma 1 s 1 n s u 1 na n a o ma r c a a c o m ou : sem 

a injeção previa de iodeto de potãssio. Utilizou- se 

o metodo da filtração molecular em gel (coluna de Se-

phadex G-50) para a determinação do tipo de subs 

tância radioativa encontrada na tireoide, por ser 

uma das técnicas mais úteis para estimar a natureza 

d o ma te r i a 1 r a d i o a t i v o e x i s te n t e e m u m t e c i do ( K imme Z 

e coZ., 1968). 

O s p i c o s e n c o n t r a d o s p e 1 a f i lt ração mo-

lecular em gel dos extratos de tireõide foram compara -

dos com o perfil do hormônio marcado usado nb trans 

correr do experimento, e que pode ser visto na Fig~ 

ra 4 A Observou-se que 90 % da radioatividade 

encontrada nos extratos de tireÕide, aos 15 minutos 

da administração do hormônio marcado,eluiram da mes 

ma forma que as preparações de [ 125 1] insulina, a 

semelhança do que foi encontrado em celulas adipo -

sas isoladas por GZiemann e Sonne (1978). 

Os picos obtidos pela passagem do ma

terial radioativo pelo Sephadex G-50 representam 

em ordem de aparecimento, agregados de alto peso mole-

cular, insulina e produtos de degradação. Admite-se que 

o primeiro pico represente a insulina ligada de 
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forma irreverslvel a receptores, complexos nao disso 

ciados ou fragmentos de membrana com associação nao 

especifica ã insulina marcada. Alternativamente, e~ 

te pico pode representar simplesmente [ 125 1] incorp~ 

rado em qualquer outra proteina (Kahn e Baird, 19?8). 

O segundo pico representa a insulina não degradada, e 

e o maior dos picos, conforme foi estudado por imuno-

precipitação por Hammond e Jarett(l9?5).Qs produtos de degrada

çao final que eluem com o iodeto de sódio radioativo 

constituem o terceiro pico, conforme estudos realiza-

dos por Kahn e Baird (19?8) e Caro e Amatruda (1980). 

Analisando os picos obtidos pela filtra-

ção molecular em g~l de tecido tireoideo e comparando -os, 

pode-se verificar que quando da administração isola -

da de [ 125 I] insulina, esta substância e rapidamente 

captada pela tireÕide, fato que se comprovou pela 

presença de um elevado segundo pico, visto jã aos 

15 minutos da injeção do hormônio radioativo. Jã aos 

30 minutos inicia-se a degradação da insulina pela 

glândula, fato que se comprovou pelo aparecimento do 

terceiro pico, que aumenta paralelamente com o pas -

sar do tempo, enquanto que o segundo pico vai dimi -

nuindo proporcionalmente. O primeiro pico continua 

aumentando com o transcorrer do tempo, como jã foi 

visto na Figura 2 e nos perfis de eluição vistos na 

Figura 6. Quando se administra [ 125 1] insulina mais 

excesso de insulina não marcada, hã uma menor capt~ 
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çao de radioatividade pela tire5i~e. revelada oor um 

segundo pico menor do que o observado com 

insulina. Ao mesmo tempo que o primeiro pico aprese~ 

ta menor dimensão, não ha aumento do terceiro pico , 

que representa a degradação do hormônio marcado. Es

tes resultados demonstram que também neste experime~ 

to a insulina não marcada protege a degradação desse. 

hormônio, bem como diminui a captação radioativa pe

la glândula, por competição quantitativa. Terris e 

Steiner (1975) demonstraram também que o hormônio mar 

cado diminui a velocidade de degradação da c125 1] in 

sulina em hepat5citos isolados de ratos. 

Quando se administrou iodeto de potas

sio previamente ã injeção de c125 1J insulina, a cap

tação radioativa pela tire5ide continuou elevada 

fato que se tornou evidente pela presença de um se-

gundo pico elevado, desde os primeiros 15 minutos e 

que continuou elevado nos demais intervalos de tempo, 

ate os 120 minutos. A insulina foi sendo captada e 

degradada como se pode observar pelo aparecimento de 

um terceiro pico, ã medida que vai diminuindo o se -

gundo pico. Houve também inibição da degradação da 

c125 I] insulina, quando da administração de c125 1] 

insulina mais excesso de insulina não marcada, nos 

animais que receberam iodeto de potãssio previamen -
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te, inibição esta que se observa aos 120 minutos. 

Fato que deve ser assinalado e a pre

sença de um primeiro pico que vai crescendo ã medi

da que passa o tempo, chegando a niveis extraordi -

nãrios aos 120 e 180 minutos, quando a insulina ma~ 

cada com iodo radioativo e administrada isoladamen-

te. Naqueles animais que receberam iodeto pe potã~ 

sio previamente ã injeção de hormônio marcado, por 

outro lado, o primeiro pico não aparece ou e diminu 

to. A alterantiva levantada por Kahn e Baird (19?8) 

de que o primeiro pico representa uma protefna qual 

quer ligada ao c125 IJ e muito interessante de ser 

discutida no presente trabalho, tendo em vista o 

perfil obtido pela eluição dos extratos de tireôide 

oriundos de animais tratados exclusivamente com a 

c125 I] insulina, onde aparece um primeiro pico mui

to elevado. Isto poderia ser explicado pela afini

dade da glândula tireôide pelo iodo radioativo que 

seria liberado quando da degradação da c125 IJ insu

lina em tecidos extratireÕideos ou mesmo oriundos 

da degradação desse hormônio no interior da glându

la e que seria utilizado por ela na elaboração de 

protefnas 1 igadas ao c125 IJ, e por que nao da tireo -

globulina? Este iodo radioativo captado pela glân-

dula determinaria o aparecimento de um primeiro pi

co muito grande, quando da eluição de extratos de 

tireôide de animais que receberam exclusivamente 
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c125 1] insulina, especialmente apos 120 minutos. No 

grupo de animais que recebeu iodeto de potãssio pr~ 

viamente ã injeção de insulina radioativa, por sua 

vez, nao se observou o aparecimento do primeiro pi-

co ou ele estava representado por uma curva diminu-

ta. Este fato pode ser interpretado como sendo de

vido ã saturação da tireôide por essa substância que 

diminuiria a captação pela glândula de c125 1] livre 

proveniente de outros tecidos e encontrados em cir

culação. 

Realmente,a anãlise da filtração molecular 

em gel do plasma desses animais demonstra que, nos 

primeiros 30 minutos, o segundo pico e exuberante, 

devido ã presença de grande quantidade de [ 125 1] -

insulina no plasma, e que ã medida que passa o tem 

po, vai aumentando o terceiro pico, produto da de

gradação da insulina que contem c125 1] e que al -

cança o seu mãximo aos 120 minutos. Concomitante-

mente inicia-se, nos extratos tireôideos, o aumen-

to do primeiro pico, provavelmente pela captação 

do iodo radioativo e elaboração por essa glândula 

de proteinas ligadas ao [ 125 1]. Analisando o pe~ 

fil cromatogrãfico do plasma obtido de animais que 

b [ 1251]. ,. . d . 1" rece eram 1nsu 1na ma1s excesso e 1nsu 1-

na não marcada, observa-se que hã uma menor degr~ 

dação da insulina radioativa, demonstrada pela pr~ 

sença de um segundo pico ainda elevado aos 180 mi 
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nutos e um segundo pico ausente ou diminuto. 

Sempre que se observa a interação da 

insulina com seu receptor, espera-se uma resposta bio 

lÕgica, cuja magnitude depende da concentração do hor 

mônio, da concentração de seu receptor e da afinidade 

do receptor (Jarett, 19?9). Brisson-Lougarre e col. 

(1978) demonstraram esta resposta biolÕgica ao 

constatarem o aumento da incorporação de leucina ra -

dioativa ãs proteinas totais, em fatias de tireõide 

de cão, apõs uma hora de incubação com insulina. Es -

ses autores concluem que a insulina aumenta a capta

çao de aminoâcidos (âcido amino-butirico ) , em cortes 

de tecido tireÕideo bovino. A insulina inicialmen -

te se liga ã membrana citoplasmâtica,e, apõs, penetra 

na c~lula da tireÕide, chegando ao n~cleo, ligando-se 

ai a receptores especificas, como foi demonstrado por 

Brisson-Lougarre e Blum (19?9). Esses autores com -

provaram a presença de sities de ligação especifica ã 

insulina, trabalhando com n~cleos isolados de c~lulas 

tireÕideas. Ao penetrar a célula e alcançar o n~cleo, 

a insulina exerce ai sua ação biolÕgica, estimulando 

a produção de proteinas, dentre elas, talves, esteja 

a tireoglobulina, fato que devera ser pesquisado em 

trabalhos posteriores. 

Por outro lado, Bagchi e col. (1981) de 

monstraram uma redução da sensibilidade ao hormônio 

t i r e o t r õ f i c o ( T S ~: ) , e m g 1 ã n d u 1 a t i r e ô ~ d e d e c a m u n d o n -
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gos diabéticos. Essa menor resposta ao TSH, nesses 

animais, resulta em diminuição na s1ntese e libera-

ção hormonal por parte da glândula. 

Conclui-se do presente trabalho que a 

glândula tireÕide de tartarugas Chrysemys dorbingi 

capta especificamente a [ 125 I] insulina e que esse 

fenômeno é independente da captação de iodo radioa

tivo, produto de degradação do hormônio, como foi 

demonstrado pela anãlise cromatogrãfica da nature

za do material captado. Esses dados indicam ,assim 

a presença de sitias receptores ã insulina na tireõi

de das tartarugas. Estudos posteriores, em frações 

microssomiais de membranas de células ti~eõideas de 

verão procurar determinar as caracteristicas e pro-

priedades desses s1tios receptores. 
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RESUMO 

Partindo de pesquisas que demonstraram a prese~ 

ça de sitias receptores ã insulina na hipÕfise e nas suprarrenais,o 

presente trabalho teve por objetivo investigar a captação especifi

ca desse hormônio pela glândula tireõide. Utilizaram-se tartarugas 

Chrysemys dorbigni adultas de ambos os sexos. Como procedimento ex

perimenta 1 empregou-se o método in vivodescrito por Gaglia.rdino e 

col. (1980) que consistia na administração intra-aõrtica(i.a.) da 

c125 I] insulina(2 x 106cpm/Kg) e medida da radioatividade contida 

na glândula e no sangue, apõs diferentes intervalos de tempo. Os 

resultados foram expressos pela relação contas por minuto(cpm) por 

grama de tireõide por contas por minuto(cpm) por grama de sangue 

(T/S). A captação especifica foi determinada pela administração 

da c125 I] insulina juntamente com excesso de insulina não marcada 

(1mg/Kg de peso corporal). Procedia-se também ã anãlise da nature 

za do material radioativo captado pela glândula através do método 

de filtração molecular em gel de Sephadex G-50. Obtiveram-se os 

seguintes resultados: 

1. A captação radioativa pela tireóide aumentou em função do tem

po de injeção i.a. de r125I] insulina. Esse aumento foi pro

gressivo ate- os 60 minUtos e extraordinariamente acentuado aos 

120 e .180 m'Ínutos. Quando os animais r•ecebiam pr•eviamente in

jeção de iodeto de potássio (solução 0,15 M), a captação máxi

ma da radioatividade ocorreu aos 30 minutos; 

2. A administração da [125I] insulina juntamente com excesso de 

insulina não marcada reduziu significativamente a captação da 

radioatividade pela tireóide, nos animais tratados ou não com 

iodeto de potássio. Na primeira situação, a relação T/S man -

teve-se constante durante 180 minutos. Na segunda, essa rela

ção apresentou marcado aumento em função do tempo; 
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3. A relação T/S foi similar em tartarugas machos e fêmeas. 

4. A administração de hormônio de crescimento, glucagon ou prolacti-
. [12 5 ] . 7 • - d . - d na Juntamente com a I ~nsu~~na nao re uz~u a captaçao a ra-

dioatividade. Somente a insulina não marcada foi capaz de compe -

t . [125I] . 7 • d "d -~r com a ~nsu~~na, re uz~n o essa captaçao; 

5. A redução da captação da radioatividade foi dose-dependente da in 
-1 o 

sulina não marcada. O ED50 foi de 10 a 10'~g/Kg de peso cor-

poral, em ambos grupos de animais, tratados ou não com iodeto de 

potássio; 
12b . 

6. Aos 15 minutos da administração de [ I] insulina, 90 % da radio 

atividade contida no homogenizado da glândula eluiu no pico cor -

respondente à insulina, quando cromatografado em gel de Sephadex 

G-50. Idêntico comportamento foi observado em homogenizado de ti 

reóide de animais previamente tratados com iodeto de potássio; 

7. Com o decorrer do tempo da injeção da [125I] insulina (60, 120 e 

180 minutos), a percentagem da radioatividade,que eluiu no pico 

correspondente à insulina, diminuia enquanto aumentava a radioati 

vidade no pico correspondente ao iodeto de sódio radioativo. Em 

tempos mais tardios(120 e 180 minutos) observou-se o aparecimento 

de material radioativo de maior peso molecular do que a própria 

insulina; 

8 A dm . . t - d . z . d . t r125 1 . . a ~nt.s- :raçao e 1-nsu ,~na nao mar>ca. a ,Jun·,amente com .I ~n-

sulina retardou a degradação do hormônio marcado captado pela 

glândula; 

9. O tratamento prévio com iodeto de potássio impediu o aparecimen

to do material radioativo com alto peso molecular , observado em 
125 glândulas de tartarugas injetadas apenas com [ I] insulina. 

Face ã demonstração de captação especifica de 

[ 125 I] insulina, confirmada pela anãlise cromatogrãfica do material 

radioativo ~ncontrado nos extratos da tire6ide, pode-se admitir que 

essa glândula , em tartarugas Chrysemys dorbigni possui sitios re

ceptores ã insulina. 
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