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1. RESUMO



1. RESUMO

Ratos albinos machos foram utilizados para
investigar os efeitos de antagonista especifico de receptores Hi
periféricos, Terfenadina e receptores H2, Cimetidina sobre as
concentracdes dos clementos Ca, P, Mg, Si, B e Sr, através de
Espectroscopia de Emissdo Atdmica com Plasma Induzido (ICP-AES),
no soro destes animais durante a regeneracdo hepdtica apos
hepatectomia parcial. Setenta ¢ trés ratos divididos em trés grupos
foram sacrificados respectivamente 6, 24 e 360 h apdés a técnica
cirargica. Cada grupo contendo 4 subgrupos receberam doses de
Terfenadina (2mg/kg/dia), Cimetidina (20mg/kg/dia), Terfenadina
(2mg/kg/dia) + Cimetidina (20mg/kg/dia) e NaCl 0,9% (Controle),
intraperitoncalmente durante o tempo do experimento. Os resultados
obtidos sugerem que os niveis de P, Mg e Sr ndo sofrem alteragfes no
soro durante a regeneracdo hepatica, com os niveis de Ca apresentando
um significante furnover nos grupos tratados € Si e especialmente, B
tendo importantes alteracdes.
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2. INTRODUCAO

A pesquisa voltada para a identificagio do comportamento
de farmacos in vitro/in vivo envolve substancias que interferem com eventos
fisiologicos e associados com doengas. No passado, esta pesquisa era limitada
pelo conhecimento da etiologia molecular dos processos bioldgicos. Durante a
ultima década, entretanto, o desenvolvimento de técnicas genéticas
moleculares alilada a procedimentos complexos de doseamento de
elementos/substincias tem levado a identificagdo de muitas vias-chaves que
regulam os processos normais bioloégicos ¢ em alguns momentos tem
procurado elucidar as vias celulares responsaveis pelas doengas. Em trabatho -
prévio, KOZLOWSKI JR & MATTOS F° (1995) avaliando o desempenho
de antagonistas de receptores H1 e H2 da histamina sobre a regeneragio
hepatica em figado parciaimente hepatectomizado, constataram aumento da
atividade da enzima y-glutamiltransferase, numa relagdo interessante com
antagonista de receptor Hi. Como a atividade das células na regeneragéo
hepatica ¢ controlada por sinais externos/internos que estimulam ou intbem
eventos  intracelulares, mediados por mecanismos  envolvendo
ativagdo/incorporagdo de atomos neutros e ionizados nos Processos
moleculares, procurou-se avaliar os niveis de calcio, fosforo, magnésio, silicio,
boro e estroncio através de Espectroscopia de Emissdo Atomica com Plasma
Induzido (ICP-AES), no soro de ratos parcialmente hepatectomizados
submetidos a tratamento com antagonistas de receptores Hi e H2.
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3. REVISAO DA LITERATURA

Quando ocorre interagdo de fatores extracelulares com
receptores de membrana na superficie da célula, sinais s3o transduzidos para
regido interna da membrana celular desencadeando respostas intracelulares que
estimulam cascatas de interagdes moleculares adicionais envolvendo miltiplas
vias intracelulares que disseminam o sinal através da célula. Estas complexas
vias coordenam programas multifuncionais celulares que direcionam o
comportamento celular (BRUGGE, 1993), de tal maneira que todo efeito
produzido por uma substincia quimica pode ser considerado como resultado
de interagGes entre suas moléculas e as moléculas que constituem os tecidos,
com as conseqiiéncias dessas interagGes aparecendo como respostas a niveis
de organizagdo mais complexos (GIESBRECHT, 1988).

A constante revelagdo de novas e complexas inter-relagdes
multifatoriais no estudo dos processos de reparagio e regeneragdo bem como
na atividade oncogénica do crescimento de células neoplasicas, ndo tem
justificado satisfatoriamente a capacidade notavelmente alta de formacdo de
histamina que esta presente em muitos tecidos em rapido crescimento (Cf
SCHNEIDER et alii, 1993; KOZLOWSKI JR, 1991) ou no processo de
reparo, tats como tecidos embriondrios, figado em regeneragdo, medula 6ssea,
tecidos de feridas ¢ de granulagéo e¢ tumores malignos (DOUGLAS, 1987,
BARTHOLEYNS & BOUCLIER, 1984).

A presenca de histamina desempenhando efeito
mitogénico foi observado por MARKS et alii (1986) que utilizando
antagonistas e agomistas especificos para receptores histaminérgicos,
demonstraram ser este efeito mediado por receptores Hl; fato observado por
TILLY et ali1 (1990) que confirmaram a capacidade da histamina de estimular
a sintese de DNA e divisdo celular, bem como promover uma resposta
quimiotactica para células malignas, Estas agdes foram identificadas serem
mediadas por receptores H1 através da ativagio da fosfolipase C,
desencadeando a hidrolise de polifosfoinositideos com conseqiiente formagéo
de varios segundo mensageiros com subsequente mobilizagdo intracelular de
ions cdlcio.

Este experimento reiterou o trabalho de SAKUMA;
GROSS; LEVI (1988) que demonstraram ativagdo de receptores Hi sendo
mediada pelo aumento do metabolismo fosfoinositideo com produtos do
mositol fosfato qualitativamente similares mas, quantitattvamente mais
¢levados depois do tratamento com histamina. Esses produtos incluiam:
inositol (1) fosfato, mositol (4) fosfato, mositol (1,4) difosfasto, inositol
(1,4,5) trifosfato. Além disso, comprovaram os resultados de TAYLOR,
YOFFE, WOOLLEY (1983), que trabalhando com antagonistas de receptores
Hi1 e H2 postularam que os receptores H2, quando ativados seriam os



responsaveis pelo aumento dos niveis de AMPciclico intracelularmente, numa
transdugdo farmacologica diferente da ativagio de receptores Hi.

Embora os conhecimentos sobre a bioquimica da resposta
celular € a participagdo dos receptores histaminicos seja uma area muito
abrangente ¢ diversificada (KOZLOWSKI IR, 1991), atualmente admite-se
que muitas células respondem a estimulo extracelular alterando a concentragio
do calcio mtracelular.  Consequentemente, os niveis de calcio tendem a ser
controlados pela a¢fo de outros mensageiros da transdugdo celular entre eles o
sistema fosfoinositideo (MATHEWS & VAN HOLDE, 1990), que pode ser
attvado através do receptor Hl com subsequente mobilizagdo de Ca’+
(NAKAHATA & HARDEN, 1987), gerando importantes alteragdes
bioquimicas e mtera¢des com calmodulina.

O metabolismo inositideo foi descoberto por Hokin &
Hokin (Apud BERRIDGE & IRVINE, 1984) os quais apresentaram que a
incorporacdo especifica de **P em fosfolipideos no pancreas foi estimulada
pela acetilcolina. SEYFRED & WELLS (1984) trabalhando com hepatdcitos
1solados de ratos e incubados com *2Pi (fosfatos inorganicos) durante tempos
diferentes encontraram que membranas plasmaticas, nucleo, mitocOndria,
lisossomas e microsomos apresentam taxas similares de incorporagdo de *2P
em fosfolipideos como fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina e acido fosfatidico. Estes pesquisadores sugeriram que o0s
fosfolipideos destas organelas apresentam um rapido furnover com reposigéo
de novos fosfolipideos sintetizados no reticulo endoplasmatico e que a fragdo
de membrana plasmatica ¢ capaz de¢ incorporar **P em fosfatidilinositol 4-
fosfato e fosfatidilinositol 4,5-bifosfato em taxas 5-10 e 25-50 vezes,
respectivamente, mais rapidamente que qualquer das outras fragdes
subcelulares. Estes pesquisadores confirmam ainda que embora a membrana
plasmatica seja o principal sitio de incorporagdo de *?P através de
fosfatidilinositol 4-fosfato e fosfatidilinositol 4,5-bifosfato, uma significante
incorporacdo de **P em fosfatidilinositol 4-fosfato ocorre em outros sitios
subcelulares, especialmente lisossomos.

Embora JOHNSON & ALBERT (1952) ja tenham
demonstrado um aumento com maxima incorporagdo de 3*P na fragdo
fosfolipidica, durante regeneragdo hepatica apos hepatectomia parcial,
coincidente com a maxima atividade mitotica, o desenvolvimento de novas
técnicas analiticas tem permitido acompanhar com muito mais minuciosidade,
detalhes sobre o comportamento do metabolismo fosfoinositideo.
Especificamente, a Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (*'P -
NMR) tem fornecido preciosas informagdes sobre a concentragdo de
compostos que contém fosforo, tais como fosfomonoesters (PME), fosfatos
inorganicos (Pi), fosfodiesters (PDE), ATP ¢ também pH intracelular (pHi) os
quais podem ser obtidos ndo invasivamente (CAMPBELL et ali, 1990;
FARGHALI et alii, 1994).

A bem da verdade, varnios expenmentos apos a descoberta
de Hokin & Hokin em 1953, vieram demonstrar que altera¢des metabdlicas



de alguns fosfolipideos de membrana num processo de renovagdo metabdlica
de fosfolipideos contendo mioinositol podiam ser relacionados com a unido de
diversos agonistas aos seus respectivos receptores em diferentes tecidos num
mecanismo multiregulador fundamental para a transdug@o farmacologica a
partir da membrana quando ocorre o acoplamento agonista-receptor
(OLIVEIRA F°; VALLE, MINETTI, 1988).

Consequentemente, quando a histamina interage com
receptor H1 (Fig. 1) estimula-se uma proteina G a se ligar a GTP (justamente
como ocorre durante a ativagio da adenilatociclase). Esta proteina G por sua
vez ativa uma enzima fosfodiesterase ligada a membrana chamada fosfolipase
C, a qual cliva um especifico lipideo de membrana da famiha fosfoinositideo
denominado fosfatidilinositol  4,5-bifosfato  (FIF2) produzindo sn-1,2-
diacilglicerol (DG) e mnositol 1,4,5-trifosfato (IF3). Embora o papel do segundo
mensageiro inositol trifosfato seja principalmente estimular a liberagio de
calcio dos reservatorios intracelulares no reticulo endoplasmatico, ele também
pode aumentar o influxo transmembrana de ions calcio (RENGASAMY &
FEINBERG, 1988). Isto tem varios efeitos sobre o metabolismo intracelular,
estando associado a importantes fendmenos fisiologicos relacionados ao
acoplamento estimulo-resposta desencadeado por proteinas ligadas ao sistema
guanina-nucleotideo G/GTP (BLACKMORE et alii, 1985).

Desta maneira o reservatorio imediato de Ca*+ ¢é
intracelular, wma vez que pode ser mobilizado a partir do reticulo
endoplasmatico para o citosol em questio de segundos apds o estimulo.
Somente ap0s a sua liberacdo ocorre influxo de Ca*+ a partir do
compartimento extracelular procurando manter a resposta por tempo mais
prolongado e reabastecendo o estoque previamente depletado do reticulo
endoplasmatico (OLIVEIRA F°, VALLE; MINETTI, 1988). O aumento da
concentragdo no citosol de calcio contribui inclusive para o desempenho do
papel do outro segundo mensageiro o diacilglicerol, que atua no processo de
ativagdo da proteina-quinase C (PK-C) quando ligada a membrana. Esta
enzima necessita para sua atividade cdicio, um fosfolipideo (especialmente,
fosfatidilserina) ¢ DG (BAZZI & NELSESTUEN, 1990). O diacilglicerol ¢
capaz de estimular a atividade enzimatica aumentando a afinidade da PK-C por
ions calcio. A enzima fosforila especificos residuos de serina e treonina em
outras proteinas alvo que aparentemente estdo muito envolvidas com secregdio
e proliferagdo celulares como receptor insulinico, receptor f-adrenérgico,
sistema de transporte de glicose, citocromo P-450, HMG-CoA redutase,
tirosina hidroxilase (MATHEWS & VAN HOLDE, 1990).
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Fig. 1. Transdugdo de sinal gerado por um agonista A (p. ex., histamina) via efeito
fosfomnositideo. Apos o acoplamento com o agonista, o receptor (R) ativa
fosfolipases, as quais aceleram grandemente a renovagio do ciclo fosfoinositideo. O
acido fosfatidico (AF) parece ter agdo ionofora de Ca*+. O inositol-1,4,5-trifosfato
(TF3) promove liberagdo de Ca*+ do reticulo endoplasmatico. O aumento da
[Ca®+]cit tem a propriedade de ativar a proteina-quinase C (PKC). O diacilglicerol
(DG), além de ativar a proteina-quinase G (PKG) - via geragio de Aacido
araquidénico (AAq) e estimulagio da guanilatociclase (GC) - pode, juntamente com
o calcio, estimular adicionalmente a PKC. No ciclo fosfoinositideo, 1 = inositol; IF
= inositol-1-fosfato; F1 = fosfatidilinositol; FIF = fosfatidilinositol-4-fosfato, IF2 =
inositol-1,4-bifosfato; FIF2 =fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (Mod. OLIVEIRA F¢,
VALLE; MINETTI 1988).

A PK-C pode ser ativada por farmacos que estimulam a
formagdo de tumores em modelos experimentais (COUTURIER; BAZGAR,
CASTAGNA, 1984, MIYAKE et alu, 1984). Em adigdo a estes efeitos estas
substincias quimicas também s3o capazes de promover crescimenio ¢

diferenciagdo em muitas células humanas de maneira complexa, estimulando
certas linhagens de células e intbindo outras (COOPER; BRAUNWALD;
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KUO, 1982). Interessantemente os ésteres de forbol (os quais apresentam
estrutura quimica semelhante ao DG) ativam proteina-quinase C
independentemente do diacilglicerol. Num encontro consistente com a hipotese
que ativagdo da proteina-quinase C (dependente de ions calcio) € parte do
processo de controle normal de crescimento e diferenciagdo celular que
apresenta-se perturbada na carcinogénese (COUTURIER; BAZGAR,;
CASTAGNA, 1984). A importancia da proteina-quinase C na diferenciagio
celular pode ser demonstrada, por exemplo, pela observagdo que compostos
que bloqueiam a atividade desta enzima intbem a habilidade de ¢steres de
forbol a induzir diferenciagdo de células feucé€micas tipo HL-60 humanas, cuja
mdugio é acompanhada de alteragdes morfologicas € bioquimicas dentro do
micleo, inchiindo nibigdo da sintese de DNA, aumento na sintese de genes
especificos (c-fos; c¢-fms, c-src) e decréscimo de outros (c-myc; c-myb)
(KRAFT; APPLING; BERKOW, 1987). Além disso, TAGUCHI et alii (1982)
examinando o efeito da aplicagdo de éster de forbol sobre a atividade da
histidina descarboxilase (a enzima-chave para produgido de histamina), na
derme de animais deficientes geneticamente em mastocitos/basofilos,
encontraram que a enzima ¢ significantemente ativada numa caracterizagdo da
produgdo de histamina a partir de células ndo-mastocitarias.

CHAMBON; MOULINOUX; FONTAINE (1977 )
estudando a produgdo de histamina ap6s hepatectomia parcial, constataram
um rapido aumento no sangue ¢ no figado em regeneragdo; comprovado em
uma série de outros estudos, mesmo na presenca de inibidores enzimaticos
(MOULINOUX; FONTAINE; CHAMBON 1977, CHAMBON,
MOULINOUX; FONTAINE 1977 I).

Estas informagGes aliadas as observagdes de que
cimetidina, um antagonista de receptor histaminico H2, tena efeito inibit6rio
sobre a regeneragido hepatica (KANASHIMA et alii, 1983), confirmado
também para ranitidina, outro antagonmista H2 (KANASHIMA; NAGASUE;
SAKATO 1985), abriram uma discussdo sobre o(s) papel (15) da histamina e
dos antagonistas de receptores H2, durante a regeneragio hepatica apos
hepatectomia parcial.

Os resultados obtidos por Kanashima foram contestados
por LEE et alii (1986) que concluiram através de experimento muito bem
delineado que os antagomnistas de receptores H2 ndo sdo capazes de mibir o
figado de ratos em regeneracdo apés 2/3 de hepatectomia. Estes ultimos
resultados foram confirmados quase 10 (dez) anos depois por KOZLOWSKI
JR & MATTOS F° (1995) que demonstraram o efeito reduzido sendo
inexistente, para cimetidina durante o curso da regeneragdio hepatica.
Entretanto, estes autores em contrapartida, levantaram outra questio agora
direcionada sobre os efeitos do antagonista de receptor H1, terfenadina sobre a
indugiio da enzima y-glutamiltransferase. Como ndo existem relatos sobre a
atividade de antagonistas de receptores H1 durante a regeneragdo hepatica, o
centro da discussdo retorna para o comportamento da histamina, uma vez que a
sincronizagdo da resposta na regeneragdo hepatica depois da hepatectomia
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rito ¢ regulado de crescimento celular
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Recentemente, FARGHALI et alii (1994) monitorando a
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magnética nuclear (*'P - NMR), observaram redugdo do pH e do ATP
intracelularmente, associado com um aumento no fosfato inorgénico e altos
niveis de fosforiletanolamina (PE). Além disso, a espectroscopia *'P - NMR
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apos a cirurgia, quando a sintese de DNA € 6tima no figado hepatectomizado.
Estes pesquisadores ndo detectaram diferenga significativa entre a quantidade
total de atividade da PK-C em hepatécitos isolados depois de hepatectomia
parcial e controles; entretanto constataram naquele tempo uma modifica¢do na
distribui¢do subcelular da atividade enzimatica com significante ativagdo da
fragdo celular particulada ligada a membrana. Como progressivamente ¢
inversamente ao aumento da sintese de DNA os niveis de PK-C ligados a
membrana diminuem, estas interessantes observagdes sugerem que de alguma
maneira a medida que aumenta o indice mitético ocorre tnibigdo da PK-C ou
talvez, diminui¢do na habilidade dos hepatdcitos a responderem a enzima num
processo de dessensibilizagdo celular. Isto pode ser sugerido, uma vez que
HOUWELING; VAARTIJES; Van GOLDE (1989) fazem referéncias a outras
pesquisas que demonstraram que além da PK-C promover a transigdo de
hepatocitos da fase GO para G1 inicialmente depois da hepatectomia parcial,
uma ag¢io anti-proliferativa da enzima em fases pos G1 tem sido documentadas
em varias linhagens de células. Isto reitera o trabalho de COOPER;
BRAUNWALD; KUO (1982) que observaram mibigdo do crescimento celular
em células tratadas com éster de forbol e as pesquisas de HOUWELING;
VAARTIJES; Van GOLDE (1989) ¢ TSUKAMOTO & KOJO (1987 I) que
observaram dessensibilizagdo ¢ inibigdo da sintese de DNA em figado
parcialmente hepatectomizado quando tratados com ésteres de forbol.

O fato de muitos processos metabdlicos conhecidos serem
controlados pelo fluxo dindmico de calcio e pela fosforilagdo de proteinas
especificas, fazem com que o sistema fosfomositideo tenha grande
versatilidade como mecanismo controlador inclusive na regulagdo hormonal do
metabolismo hepatico (WILLIAMSON et alii, 1985). A possibilidade da
utilizagdo do DG ou IF3, ou ambos como resultado de um unico estimulo
extracelular aumenta esta versatilidade, constituindo a exploragio do controle
de sistemas complexos em uma das mais afivas dreas da pesquisa
contemporanea. Tanto isto é verdade que no tempo de 15 min da regeneragdo
hepatica ocorre aumento nos nives de PGE2, PGF2x e TXB2 no figado
hepatectomizado (HIYAMA et alii, 1981) sendo que a utilizagdo de inibidores
da produgdo de prostaglandinas e tromboxanas previne em grande propor¢do a
atividade mitética (RIXON & WHITFIELD, 1982). A complexidade desta
observagio ¢ verificada quando observamos que o precursor da formagdo
destes autacéides é o araquidonato (AQ-), que também pode ser mobilizado
pela histamina através da ativagfio de receptores Hi (RESINK et alii, 1987).
Como ele existe na membrana plasmatica e pode ser retirado, na forma de Ag-
ndo esterificado, da posi¢do 2 dos fosfolipideos contendo colina, etanolamina,
serina ou inositol, por trés maneiras:

1. pela a¢do de uma fosfolipase (fosfolipasae A2),

2. por dupla ag3o enzimatica (inicialmente uma enzima
fosfodiesterase atua sobre o fosfatidilinositol gerando DG e posteriormente
uma lipase atua sobre o diacilglicerol iberando Ag-);
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3. por triplice agfio enzimatica (no primeiro estagio,
forma-se diacilglicerol; este é fosforilado originando acido fosfatidico, o qual
por sua vez sofre agdo de uma fosfolipase A2 especifica que gera Ag-);

o estagio limitante de todo processo que se inicta com a liberagdo de Aq- ¢
termina com a resposta final ¢ a clivagem deste acido graxo insaturado da
posicdo 2 dos fosfolipideos, uma vez que as enzimas fosfolipase A2, DG-lipase
e fosfolipase A2 especifica para acido fosfatidico séo todas Ca*+ dependentes
(OLIVEIRA F°; VALLE; MINETTI, 1988).

Consequentemente, varios pesquisadores tem sugerido
que a entrada de calcio na célula hepatica se constitue num evento essencial
para a regeneragdo hepatica. Por exemplo, NAKATA et alii (1987) reportaram
que prolongada condigdo hipocalcémica mduzida por tireoparatireoidectomia
(TPTX) provoca significante inibicdo da atividade de rthymidylate
synthetase(TS) e thymidine kinase(TK), com concomitante decréscimo no
figado em regeneragdo do conteudo de DNA. A diminuigdo da atividade da
TK em ratos submetidos a TPTX, 72 h depois da hepatectomia parcial ¢ TS
24 h, foi recuperada por suplementa¢do de calcio (independentemente do
paratohorménio) demonstrando segundo os pesquisadores que atividade
enzimatica de TK ¢ TS em figado em regeneragdo ¢ regulada por Ca*+.
Paralelamente, TSUKAMOTO & KOJO (1987 1I) trabalhando com
bloqueadores de canais de calcio e mbidor de calmodulina também
verificaram redugdo do DNA e diminui¢io na atividade enzimatica da TK e
TS, 24 h apds hepatectomia parcial. Estes pesquisadores reforgaram a idéia de
que pelo menos em parte a agdo do célcio pode ser mediada através de uma
versatil proteina denominada de calmodulina, especialmente por gque
MacMANUS et alii (1981) demonstraram aumento dos niveis de calmodulina
6-14 h da regeneragdio hepatica e que esta proteina causa proliferagdo de
hepatécitos através da atividade de complexos Ca-calmodulina (JONES et alit,
1982).

Embora a descoberta da calmodulma (CaM), o mais
significativo ¢ universal modulador de Ca%+ intracelular, tenha permitido a
revisdo dos dados cinéticos das principais enzimas Ca-dependentes, ¢ preciso
salientar que esta proteina solivel, termoestavel, de menor peso molecular,
embora apresente-se amplamente distribuida, tem concentragdo fisioldgica
baixa e nido ¢ fator limitante para toda e qualquer atividade a ela relacionada,
fazendo parte de um processo integrado com outros mensageiros intracelulares
(MIZUTA, 1988). Por exemplo, enquanto a calmodulina exerce importante
papel na regulagdo dos processos de polimerizagdo e despolimerizacdo das
tubulinas que formam os microtibulos, numa coincidéncia do local de
formacdo de microtibulos com a concentragdo da proteina durante a mitose de
uma célula, Mg+ ¢ requerido para a reunifo dos microtobulos e para
estabilidade das tubulinas (CORREIA;, BATY; WILLIAMS JR 1987); além
disso a calmodulina é capaz de promover a formagio de AMPc via
adenilatociclase bem como a sua destruigdo por fosfodiesterase, com a
diferenga que a CaM pode ativar uma classe de fosfodiesterase com maior
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afimidade pelo GMPc que pelo AMPc¢, assim, o fator determinante seria a
proporgdo AMPc/GMPc intracelularmente (MIZUTA, 1988).
KOIDE et alii (1978) estudando a concentragéo tecidual e
a distribuicdo imunocitoquimica do AMPc¢ e GMPc¢ durante a regeneragéo
hepatica verificaram que os niveis de AMPc sofrem aumento 12 h depois da
hepatectomia parcial atingindo valores maximos as 14 h declinando
progressivamente (Fig.2).
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Fig. 2. Nivel de AMPc determinado por radioimunoensaio em figado de ratos (peso
umido/wet weight) submetidos a hepatectomia parcial M—B ¢ O—Ocontroles.

Asteriscos indicam valores significantemente elevados (p<0.05) dos controles
(Segundo KOIDE et aili, 1978).

Segundo estes pesquisadores, a imunofluorescéncia espe-
cifica para AMPc, pré-operatoriamente, foi localizada nos sinusoéides hepati-
cos, com intensidade de AMPc aumentando paraielamente com os niveis teci-
duais mas sem alterar a localizagdo intracelutar. Em contrapartida ao AMPc,
nenhuma mudanga na concentragdo tecidual total d¢ GMPc ocorreu durante a
regeneracdo hepatica (Fig.3),mas a localizagdo intracelular do GMPc foi
alterada. Pré-operatoriamente, GMPc foi observado no plasma, membranas nu-
cleares e dentro do nucleo. Oito horas depois da hepatectomia parcial um au-
mento de GMP¢ na membrana plasmatica foi observado seguindo-se as 12 h
com aumento detectado por imunofluorescéncia nas membranas nucleares e
nos elementos intranucleares. Estes pesquisadores estabeleceram também uma
correlagdo direta entre GMPc ¢ atividade total da guanilatociclase ensaiada em
fragdes subcelulares determinando uma elevagdo de 44% as 8 h até um pico de
280% as 18 h. Quando atividade de guanilatociclase de altamente purificada
prepara¢les nucleares foi examinada, 62% (p<0.01) de aumento na atividade
foi notada as 12 h com nenhum aumento sendo observado as 8 h. Conse-
quentemente estes estudiosos demonstraram a importancia da compartimentali-
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zagdo dos nucleotideos na regulagdo do crescimento especialmente porque em-
bora os niveis de GMPc¢ ndo sejam alterados a sua distribuigdo intracelular
bem como da guanilatociclase s3o sequencialmente modificados, desempe-
nhando conjuntamente AMPc e GMP¢ um importante papel na regulagdo da
proliferacdo de hepatdcitos.
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Fig. 3. Nivel de GMPc determinado por radioimunoensaio em figado de ratos (peso

umido/wet weight) submetidos a hepatectomia parcial #-—M ¢ O—OQcontroles
(Segundo KOIDE et alli, 1978).

O nucleotideo 3',5'-AMPc ¢ um mediador termolabil que
atua intracelularmente como segundo mensageiro ativando proteina-quinases
que catalisam a transferéncia de grupamentos fosfato do ATP para residuos
especificos serina ou treonina de algumas proteinas da célula-alvo sendo
formado pela atividade da adenilatociclase ou adenilciclase (AC), uma ATP-
pirofosfatoliase (EC 4.6.1.1),enzima associada a membrana que tem a
capacidade de deslocar-se na bicamada lipidica e interagir com outras
proteinas. A AC contém sitios ligantes de cations (ealcio, estréncio, etc),
calmodulina (CaM) ¢ etc, ¢ a sua atividade pode ser aumentada por Mg+ ¢
mibida por concentragdes elevadas de cations (Ca*+, Sr*+). Como ativagio de
receptores H2 esta envolvida com aumento dos niveis de AMPc, a ativagdo da
AC pelo complexo agonista-receptor envolve a difusio lateral da enzima até
colisdo com o complexo (teoria da colisdo para ativagdo da AC) wma vez que
a enzima ¢ constituida fundamentalmente por dois componentes fisicamente
separaveis: uma unidade reguladora denominada N e uma unidade catalitica
conhecida como C. As figuras 4 ¢ 5 mostram aspectos do modelo da "colisdo-
acoplamento” da ativagdo da AC, a partir de dados obtidos em membranas de
hepatdcitos.

Inicialmente o agonista altera a conformagio do receptor,
expondo um sitio para unido com a proteina N (Fig.4.1), a difusdo na bicamada
leva o complexo A-R {(agonista-receptor) a unir-se com N, ¢ isto expde um
sitio para a unido desta dltima com o nucleotideo guaninico GTP (guanosina
trifosfato). O GTP desloca o nucleotideo guaninico inibidor da adenilciclase o
GDP (guanosina difosfato); 1sto altera a conformagéio de N, fazendo com que
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se dissocie do receptor ativado expondo um sitio para uniio com AC (Fig.4.2).
A difusdo na bicamada leva a proteina N a unir-se com a AC, ativando esta
Gltima pra produzir AMPc (Fig.4.3). A hidrélise do GTP pela proteina N
acarreta retorno da conformagéo original de N; a Ac se dissocia e volta a estar
mativa (Fig.4.4). A ativagdo da ciclase se repete ciclicamente, até que o
agonista se dissocie € o receptor retorne a conformagéo de repouso (Fig.4.5).

Consequentemente, em repouso (sem agonista), ©
receptor, o componente regulatorio N e a unidade catalitica C estiio
fisicamente separados (Fig.5.1). Durante a cinética da atividade da AC na
presen¢a de agonista, o complexo A-R ativa 0 componente N aumentando a
afinidade deste pelo Mg %4+ | desta maneira a ativagio do nucleotideo guanina
decorrente da ativagdo do componente N é dependente e regulada por Mg+
Assim, o complexo A-R ao interagir com a subunidade .y do componente N
aumenta a sua afinidade pelo Mg, acarretando dissociagdo facilitada da
subunidade . Esta por sua vez, troca GDP por GTP (propriedade GTPasica) ¢
ativa o componente C (Fig.5.2). Embora nio se conhegam em pormenotres os
componentes de C, ¢ plausivel que o contato com « libere uma subunidade
catalitica, ciclizante, previamente reprimida (Fig.5.3). Esta subumidade
hipotética de C, agora ativada, converte um complexo metal-ATP (MeATP) no
nucleotideo ciclico AMPc¢, Os cations Mg*+ e Mn>+ sdo estimulantes da
atividade da AC, tanto que os complexos Mg-ATP-* ¢ Mn-ATP-* podem ser
substratos para a reagdio enzimatica, com a AC catalizando a formagdo do
AMPc e pirofosfato (Mg-PPi) a partir do MgATP-? segundo a reagio

MgATP-* — 3.5 - AMPc + MgPPi
AC

(VALLE; OLIVEIRA F°; MINETTT 1988).

No 1ltimo esquema (Fig.5.4), mostra-se que a saida do
agonista de seu sitio receptor reverte as afinidades entre os diversos
componentes, fazendo com que o sistema reassuma sua posigio de repouso.
Embora no desenho o receptor esteja representado interagindo apenas com a
subunidade P, as interagdes com oo ou mesmo com y nfo sdo excluidas.

A expressdo da atividade AC requer a presenga de cations
divalentes ¢ varia de tecido para tecido. No cérebro, por exemplo, o calcio €
fundamentalmente estimulatorio e o tratamento com EGTA (quelante) iibe a
atividade da AC que pode ser subsequentemente restaurada por reposigéo de
Ca*+ ou adi¢do de Sr+ (VALLE; OLIVEIRA F°; MINETTI 1988). Na
realidade é necessaria a presenca de Mg>+ ou Mn*+ para a AC isolada exibir
atividade maxima, O Mg*+ é o cation fisioldgico, ndo obstante sob certas
condi¢Oes experimentais a AC se¢ ative em presenga de Mn*+ apenas. A
concentragdo de Mg+ necessaria para a AC exibir atividade méxima ¢ de 5
mM em presenga de 1 mM de ATP, exercendo o complexo Mg*+ - ATP papel
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regulador sobre a enzima. O Ca®+ ndo substitui os cations Mg* ¢ Mn*+, ¢
pode ibir, por competi¢do, a enzima em presenca de Mg*+ com redugio da
Vmax. A concentragdo de Ca*t+ que determina mibigdo maxima ¢ da ordem de
10 mM na presenca de concentragdes milimolares de Mg*+. E importante
ressaltar enfretanto que esta concentragdo de Ca® ¢ muito superior a
concentracio fisiologica, € por conseguinte a inibicio por excesso de Ca*+ tem
pequeno significado fisiologico. Entretanto, levando em consideragdo as
peculiaridades proprias para cada tecido a AC tanto pode ser ativada como
mibida frente a concentragdes de calcio/calmodulina (CaM) dependente € o
mfluxo de calcio mediado por agonistas podem ativar a AC ¢ elevar o nivel de
AMPc intracelular. O calcio elevado no citosol pode também ativar a
fosfodiesterase dependente de CaM, a qual ao hidrolisar 0 AMPc, reverte seu
nivel a condigdo basal, regulando o nivel de AMPc, através de modelo
complexo ¢ coordenado.

Como vimos na p.14 além do AMPc a 3'5'-guanosina
monofosfato ciclico (GMP¢) também participa no processo de regeneragdo
hepatica apdés hepatectomia parcial. A atividade da guanitatociclase (EC
4.6.1.2) ou GTP-pirofosfatoliase (GC) responsavel pela formagdo do GMPc,
pode ser detectada tanto na fracdo sohivel quanto na fragio particulada de
diversos tecidos. Segundo VALLE; OLIVEIRA F°; MINETTI (1988) a
localizagdo topografica celular da GC ¢ de grande importancia, uma vez que as
caracteristicas da atividade na fra¢do particulada diferem daquela encontrada
na fragdo sohivel, com respeito a cinética com o complexo Me*+ - substrato,
peso molecular aparente, antigenicidade, sensibilidade a metal ativador,
imbi¢do por metal livre, presenga de sitio attvado por metal, inibigdo ou
ativa¢io por nucleotideos e outros farmacos etc, caracterizando desta maneira
a existéncia de formas distintas de GC. Apos o nascimento, de modo geral, a
atividade enzimatica solivel aumenta e a particulada diminui, até estabelecer-
se o padrdo do animal adulto. Contrariamente, awmenta a atividade particulada
e diminui a soluvel no hepatoma ¢ no figado fetal em regenera¢do. KOIDE et
alii (1978) demonstraram que no tempo de 12 horas apos hepatectomia parcial
em ratos, a atividade da fragdo solavel da guanilatociclase permanece 1gual ou
até se reduz, enquanto que a atividade da fragdo particulada awmenta
sensivelmente {cf. p.14).
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Fig. 4. Modelo da "colisiio-acoplamento” da ativagio da AC . Apesar deste modelo
apresentar proteinas receptoras, moléculas de AC {(unidade C) e proteinas N difundindo-se
todas independentemente na membrana plasmatica e interagindo apenas apés unidio do
agonista (H) ao receptor, ¢ também possivel que a ciclase ¢ o componente N estejam
permanentemente associados (Mod. VALLE; OLIVEIRA F°; MINETTI 1988),
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GDP

Fig. 5.Visdo esquematica dos processos de ativagdo e desativagdo do sistema AC
(VALLE; OLIVEIRA F°; MINETTI 1988).

A GC, como outras enzimas que utilizam ATP, exige
cation divalente na forma de complexo Metal*+ - GTP para suva atividade. O
Mn?+ mostra-se aparentemente mais adequado que o Mg?+ para o ensaio da
enzima in vitro, de diversos tecidos. Nas fragdes particuladas, a GC exige
excesso de Metal*+ para manifestar sua atividade. Em geral, a necessidade é
igual ou maior que a das formas soluveis. A importancia de Mn*+ ou Mg+
como ativadores pode ser entendida na conversdo do GTP em GMP¢ segundo
a seguinte reagio:

GC
a[?PIGTP > «of*PjGMPc + PPi
Metal>+

(VALLE; OLIVEIRA F°; MINETTI 1988).
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Enzimas que contem um sitio ativador para metal
apresentam cinética complexa, devido a competi¢do 16nica pelo sitio ligante. A
necessidade de Mn*+ em concentragdes maiores que as fisioldgicas faz com
que se descarte este cation como o metal fistologicamente necessario a
atividade enzimatica; ndo obstante, 0 Ca*+ ¢ o Mg™ suportam apenas
parcialmente a enzima, ou seja, as atividade enzimatica na presenga destes
cations nunca chega aquela obtida em presenga de concentra¢des dtimas de
Mn?*+. Segundo VALLE; OLIVEIRA F°; MINETTI (1988) a guanilatociclase
soluvel também forma AMPciclico a partir de ATP. Esta reagdo ocorre
praticamente apenas na presenga de Mn*t ¢ de farmaco estimulante, portanto,
em condigdes ndo-fisioldgicas. Atualmente, considera-se que o Mg+ em
concentracdes milimolares, por si préprio altera as caracteristicas da enzima,
tornando-a parcialmente ativa. Desta forma, ¢ o Mg+ (e ndo o Mn®+) o cation
divalente utilizado pela GC in vivo. Entretanto, em muitas células a elevagéo
do teor de GMPc por intermédio de fAirmacos que atuam através de receptores
ndo ocorre na auséncia de Ca™ o que sugere que a atividade da GC ¢ calcio ¢
calmodulina dependente. A ineficacia de muitos farmacos que atuam através
de receptores de membrana em estimular a GC apds ruptura celular enquanto
hd geragdo de GMPc em preparagdes de células integras, indica que eles
atuam por mecanismos indiretos com o calcio desempenhando importante
fungdo mas, ainda ndo compreendida para a expressdo da GC. O
envolvimento deste cation com a resposta farmacologica e elevagido do GMPc
é observado em varios modelos experimentais e frente a diferentes agonistas,
como histamina através de receptores Hi (cf. VALLE; OLIVEIRA F®;
MINETTI 1988). Como resposta ao efeito fosfoinositideo desencadeado pela
ativagio do receptor, a mobilizagdo de Ca*+ estd mvariavelmente envolvida,
com acido araquiddnico atuando como regulador dos niveis intracelulares do
nucleotideo ciclico (cf. Fig.1).

O dcido araquidénico (AAq) isoladamente, seus derivados
endoperoxidos (PGG2 ¢ PGH2) e tromboxanas (TX) estimulam a GC de
plaquetas, células do bago, utero, figado, coragdo, musculo liso etc, enquanto
as prostaglandinas E1, E2 e F2a séo ineficazes. O efeito exercido pelo AAq se
manifesta pelo aumento de Vmax sem interferéncia na necessidade do
complexo GTP-Me?*+ pela enzima, indicando interagdo ndo cooperativa entre
molécula de acido graxo e sitio catalitico. A maior estimulagdo pelo AAq
ocorre em condigdes que se assemelham as fisiologicas, isto €, presenga de
Mg+ ¢ baixa concentragdo de GTP. A ativagdo por acidos graxos ndo mostra
caracteristicas de especificidade, mas a agéo de varios farmacos que elevam a
GMPc intracelular esta correlacionada a participagdo de dcidos graxos como
ativadores da GC, num envolvimento direto de fosfolipideos através do efeito
fosfomositideo.

Consequentemente, a agdo mtegrada de diversos segundos
mensageiros como AMPc¢, diacilglicerol, GMPc produzidos pela ativagdo de
receptores histaminicos acaba gerando numa correlagdo complexa em
diferentes locais ¢ momentos, a ativagdo de proteina-quinases nucleotideo-
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dependentes que promovem reagBes de fosforilagdo ¢ desfosforilagdo
regulando inter/muldisciplinarmente diversos processos celulares.

Em fungdo do estado de fosforilagdo de uma proteina estar
na dependéncia da atividade destas quinases de proteinas, denominadas

fosfoproteina-fosfatases , dotadas de fungio dual (capacidade de incorporar ou

retirar radicais fosfato de substratos protéicos), estas proteina-quinases (E.C.
2.7.1.37) podem ser classsificadas de acordo com as moléculas com as quais
interagem ou de acordo com os segundos mensageiros que as ativam. Desta
maneira, a proteina-quinase dependente de AMPc se denomina proteina-
quinase A (PKA), a dependente de GMPc ¢ a proteina-quinase G (PKG), e
aquela ativada por diacilglicerol, originado do metabolismo fosfoinositidico da
membrana plasmatica € denominada proteina-quinase C (PKC).

A atividade PKA determina fosforilagdo de um substrato
em presenga de Mg*+, AMPc e ATP segundo a seguinte reacao

Mg+
substrato + ¥[yP].ATP —»  ADP + *[P].substrato
AMPc

com a fosforilagdo ocorrendo em residuos treonina ¢ serina de polipeptideos de
grande importincia no mecanismo de regulagdo celular. A fosforilagdo de
componentes da membrana mediada por PKA leva, entre outros eventos, a
transporte de precursores metabdlicos, despolarizagdo, aumento de
permeabilidade a agua ¢ controle do crescimento/diferenciagdo celular,
Segundo HADDEN et alii (1972) o AMPc poderia inclusive apresentar um
papel antimitotico em varios tipos celulares, sugerindo que o decréscimo de
sua concentragdo poderia iniciar ou permitir a divisdo celular. O fato
mteressante ¢ que no momento que diminwi a concentragdo do AMPc no
figado em regeneracéio, o indice mitético aumenta demonstrando que o sistema
da adenilatociclase controlando os niveis intracelulares de AMPc tem papel
fundamental no processo da regeneragdo hepatica (LEONI, SPAGNUOLO,
PANZALI 1978; RIXON & WHITFIELD, 1985).

Ja a atividade da PKG € menor que a da PKA e ndo se tem
certeza completa se todas as reagdes de fosforilagdo mediadas por PKG
ocorrem n vitro/in vivo. Fragdes particuladas de varios musculos lisos
respondem aoc GMPc¢ ¢ 8Br-GMPc com grande incorporagdo de **P em
proteinas com pesos moleculares variaveis desde 75.000 até 250.000 indicando
fosforilagdo protéica ativa. A ativagio da proteina-quinase G participa tanto do
antagonismo como da redugdo do [Ca*t]i com atividade enzimatica sendo
estimulada principalmente pelo Mg*+ e Co*+. Em hepatomas os niveis de PKG
e do seu fator modulador sdo muito mais elevados do que no tecido hepatico
normal. Ambos sdo também mais elevados do que a atividade PKA ¢ seu fator
inibidor, mostrando que o GMPc e sua proteina moduladora podem ser
importantes em neoplasias (VALLE; OLIVEIRA F°; MINETTI;1988)
funcionando como um importante efetor intracelular de agdo mitogénica
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(HADDEN et alii, 1972). Isto corrobora o trabalho de PALEMENT et alii
(1991) que ventficaram aumento da fusdo de membranas dependentes de
proteinas ligadas a GTP, num reflexo de mudangas nas propriedades das
membranas durante a proliferagdo celular tanto em hepatocarcinogénese
quanto na regeneragdo hepatica apos hepatectomia parcial.,

Ja a PKC (cf. p.11) participa de maneira ativa na
regeneragdo hepatica demonstrando-se que o DG aumenta sensivelmente a
afintdade da PKC por Ca*+ provocando sua ativagdo. O DG esta praticamente
ausente da membrana celular em condigdes normais de repouso. Entretanto,
quando ha sinal externo ocorre uma produgdo transiente de DG a partir de
fosfolipideos de mositol. Analises cinéticas indicam que pequenas quantidades
de DG acarretam aumento extraordinario da constante de afinidade aparente da
PKC pelo Ca*+ e consequente ativagdo da enzima, independente de haver ou
ndo variagdo da concentracdo intracelular de Ca®+.

Destarte as diferengas existentes entre as proteina-
quinases, sabe-se atualmente que as diferentes vias de fosforilagdo podem
concorrer em um equilibrio delicado e complexo para ativagido de
diversificados  oncogenes  que  participam  no  controle  do
crescimento/diferenciagio celular (SZABO JR et alii, 1991), inclusive num
processo rtestrito como  figado em regeneragdo onde a expressio de
protooncogenes € especifica, sequencial e transiente (FAUSTO & MEAD,
1989), com dados confirmados por HABER et alit (1993) que analizando a
expressdo de varios genes potencialmente capazes de induzir a regeneracio
hepatica verificaram que apenas um pequeno nimero € seletivamente ativado,
num processo relacionado com mobilizagdo, ativagdo e metabolismo do
ststema fosfoinositideo (BERRIDGE & IRVINE, 1984), numa relagio
também levantada e confirmada por BIERI (1993) de ativagdo de PKC e
aumento da transcri¢do celular de protooncogenes.

Entretanto, além das proteina-quinases com suas
respectivas reag¢des de fosforilagdo, uma série de outras enzimas dentro de seus
sistemas tem sido implicadas na regulagdo do metabolismo fisioldgico e
patologico, bem como da transdugdo intracelular {Tabela 1). A existéncia
destes sistemas operando harmonicamente € respondendo ou estando
correlacionados ao fosfato inorginico (Pi), implicam na presencga de P sendo
necessaria para o pleno desempenho de muitas fungdes celulares (Cf. revisdo
BEVINGTON et alii, 1992).
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Tabela 1. Algumas enzimas de figado de rato cujas atividades biologicas
respoadem a concentragdes fisiologicas de Pi (Mod. BEVINGTON et alii, 1992).

Processo Enzima No. EC. [Pil'2  Ativacio/
Biologico mM Inibiciio
Glicdlise 6-fosfofruto-2-quinase 2.7.1.105 0,2 A
Anaerobica
Frutose 2,6-bifosfatase 3.1.346 1 A
Ketose 1-fosfato aldolase 4127 Oel I
Metabolismo  GTP-dependente acyl-CoA sintetase 6.2.1.10 Oes I
Mitocondnal
Turnover Fosfo HMG CoA redutase fosfatase 3.13.16 3-10 I

Fosfoprotein,

Metabolismo Glicogénio sintetase a 24.1.11 ~1 A
Glicogénio

Metabolismo Pi-ativada glutaminase 3512 2,8 A
Glutamina

Glutamina sintetase 6312 R |

Metabolismo 5'-nucleotidase citosolica 3.1.3.5 Oes I

Purino-

nucleotideo

No momento que consideramos a existéncia de elementos
quimicos que sdo abundantes na superficie terrestre mas que ndo sio utilizados
pelos sistemas ¢ estruturas bioldgicas de maneira extensa, ao contrario do que
ocorre com Ca, P ¢ Mg, nos deparamos com uma questio diametralmente
oposta onde o elemento quimico silicio ocupa uma posi¢do de destaque, uma
vez que apresentando-se na forma de quartzo (Si02) como um dos elementos
mais prevalentes da crosta terrestre ¢ obviamente ndo sendo um elemento
trago geologico, paradoxalmente ¢ um elemento utilizado em pequenas
quantidades em muitas complexas formas de vida. A similaridade da ligag¢do
quimica Si-Si a ligagao C-C sugere desta forma a interessante possibilidade de
existir vida basecada em Si fora do ambiente terrestre. As similaridades
quimicas entre a coordenagéio de complexos de fosforo e Si, bem como o fato
de organosilicatos serem altamente reativos com proteinas e ésteres fosfatados
sugerem que durante a evolugdo terrestre Si pode ter sido uma importante
alternativa para o papel estrutural do célcio. Tanto isto ¢ verdade, que mesmo
atualmente muitas formas de vida inferiores utitizam Si em sua estrutura
(CHAUSMER & WALLACH, 1990). Na realidade com o avango e
aprimoramento das metodologtas técnicas de doseamento, hoje sabemos que o
silicio se constitue em um elemento de fundamental importincia também em
animais superiores, onde esta presente no tecido conjuntivo ¢ particularmente
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no cabelo, pele, misculo e esqueleto (ADLER; ETZION; BERLYNE; 1986).
No tecido comjuntivo, o elemento ¢ constituinte essencial de
mucopolissacarideos acidos, especialmente condroitin-sulfatos, keratan-
sulfatos, dermatan-sulfatos, poliurénicos como acido hialurbnico etc,
conferindo resisténcia e estabilidade estrutural através de ligagbes covalentes,
possivelmente como silanoatos entre polissacarideos e  proteinas
(CHAUSMER & WALLACH, 1990; MATHEWS & VAN HOLDE, 1990).

Embora grande parcela dos estudos sejam direcionados
para avaliagdo da toxicidade ocupacional do elemento e de seus compostos
quimicos (FREEDMAN & SHARKEY JR, 1972; KANTA & CHMELAR,
1989), o papel do Si como elemento essencial ao crescimento e
desenvolvimento tem sido demonstrado por SCHWARZ & MILNE (1972).

Quase que simultaneamente CARLISLE (1972) estudando
a participagdo do Si no metabolismo normal de aves observou inibi¢do do
crescimento em animais alimentados com dieta deficiente neste elemento, com
este efeito sendo corrigido com uma correta suplementagéo na dieta.

Além disso, estudos citados por CHAUSMER &
WALLACH (1990) demonstram que Si desempenha papel especifico nos sitios
de mineralizagdo em &reas ativas de crescimento Osseo, estabelecendo uma
relagdo paralela entre mudangas nos niveis de calcio e silicio durante formagéo
e crescimento 0sseo. Com lesdes na deficiéneia sendo mediada por defeitos na
sintese de coldgeno, compativel com altera¢fes na formagdo da matriz ssea,
similarmente observada em outras anormalidades das ghicosammoglicanas.

Segundo aqueles autores, este efeito do silicio na
formag¢do da matriz, tendo um papel-chave no processo de ossificagdo ¢
também suportado pelo encontro deste eclemento em mitocondria de
osteoblasto em quantidades aproximadamente iguais as de calcio e magnésio.
ADLER; ETZION; BERLYNE (1986) também reportaram a presenga de
silicio em mitocéndrias oriundas de amostras de figado, rins € bago num
contexto funcional ndo compreendido, o que reforga o encontro de MEHARD
& VOLCANI (1975) que observaram um eficiente uptake de *'S no nicieo,
microssomos mas especialmente mitocondria de hepatocitos,

Considerando estas observagdes que sugerem um papel
essencial do silicio no processo metabdlico fisiologico de crescimento e
desenvolvimento, aliado a relatos que suportam alteracGes em estados
patolégicos particularmente relacionados a pacientes com insuficiéncia renal,
degeneragdes neoplasicas, bem como doengas neurologicas como Doenga de
Alzheimer (ROBERTS & WILLIAMS, 1990; HUANG, 1994), justifica-se o
estudo do comportamento do silicio durante a regeneragdo hepatica apos
hepatectomia parcial, uma vez que no encontramos na literatura informagfo
referente a este objeto de estudo.

Da mesma maneira como vem ocorrendo com silicio, o
aumento da diversidade na utilizagdo de boro, especialmente nas formas de
acido borico e borato de sodio, na industria nuclear, téxtil, alimenticia e
eletrénica, na agricultura e na produgdo de metais, na medicina e na inddastria
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de cosméticos, fazem-no um dos elementos mais pesquisados em todo o
mundo, inclusive do ponto de vista de risco ocupacional (KUMAMARU et
alii, 1986; CABALLERO et alii, 1987, KU et alii, 1991). No plano da
medicina com a descoberta que moléculas de B podem se incorporar
seletivamente em células neoplasicas (KOMURA; NAKAI, SHIRO 1987,
SHELLY et ali1, 1992; PAPASPYROU et alii, 1994), deslumbrou-se uma série
de pesquisas tentando compreender o seu papel especialmente no crescimento
e desenvolvimento celular. Isto acabou gerando inclusive, uma nova técnica
terapéutica ndo invasiva, denominada Terapia de Tumores por Captura-
Neutrénica de Boro (Boron Neutron-Capture Therapy - BNCT).

Segundo PAPASPYROU et alii (1994) nesta técnica o
1s0topo estavel de boro (**B) ligado a determinadas moléculas carreadoras
pode se mcorporar seletivamente em tumores. A subsequente irradiagdo do
tumor com néutrons, desencadeia uma reagdo nuclear do tipo 10B(n,a)7Li. As
particulas {a,7L1) resultantes desta reagdo sdo capazes de destruir as células
neoplasicas por causa do pequeno rato de a¢do aproximadamente 10um para
as particulas o e 5um para 7Li, respectivamente, produzindo pouco dano ao
tecido normal, adjacente a area neoplasica.

Embora tenha-se conseguido muitos avangos no estudo e
analise de B (SCHREMMER & NOONAN, 1987), este eletento continua
despertando muito interesse em fungdo de que pequenas quantidades sdo
capazes de promover importantes efeitos nas mais diferentes aplicagdes
basicas, técnicas, biologicas e industriais. O rendimento inversamente
proporcional de determinadas espécies vegetais observado por GESTRING &
SOLTANPOUR (1987) frente ao aumento de B em solos preparados, aliada a
observacdo de TEMPLETON; PAUDYN; BAINES (1989) que encontraram
uma concentragdo basal de boro = 2,486 + 0,086 ng/g em figado normal de
rato Wistar, além de varios trabalhos citados por KU et alii (1991) que relatam
retardo de crescimento, inibigdo da espermatogénese, inclusive com perda total
da fertilidade consequente a exposi¢do crdnica ao boro, sugere que este
elemento pode estar envolvido no processo de crescimento ¢ desenvolvimento,
embora ndo existam relatos na literatura do comportamento do boro na
regeneragdo hepatica apds hepatectomia parcial.

Como foi visto na p. 15 o elemento estroncio (Sr*+) pode
ligar-se a adenilciclase tal como ocorre com Ca*+ ¢ Mg+, Isto se verifica em
fungdo do estrdncio ser um cation semelhante ao calcio no carater basico e na
valéncia gquimica, além de possuir raio 16nico, atémico e covalente bastante
proximos:

Ca Sr
Raio idénico (A) 0.99 1.13
Raio atémico (A) 1.97 2.15
Raio covalente (A) 1.74 1.91
Valéncia quimica 2 2

__Carater acido-basico basico basico
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Segundo BLUMENTHAL (1990) o cétion pode inclusive
ser incorporado na estrutura da hidroxiapatita em muito maior extensdo que
cations com raio iénico menor que o do calcio, como sodio, litio, magnésio etc.
Desta maneira, a possibilidade da substituigdo do célcio pelo estroncio
(RAEBURN & RODGER, 1987, MOLLESON, 1990) vem sendo objeto de
muitos estudos desde a possibilidade do seu uso como tratamento na
osteoporose até do ponto de vista toxicoldgico na deposi¢do e prolongada
retengdo de 90Sr radioativo no tecido 6sseo depois de exposigdes nucleares
(WALLACH & CHAUSMER, 1990).

KOSSAKOWSKI (1987) estudando a retengdo ¢
descontaminagdio de radioisotopos em coelhos constatou  depois da
contaminagdo com 137Cs, 144Ce, 1311 e 90Sr que o estréncio radioativo foi o
elemento que pior respondeu ao processo de descontaminagdo em amostras de
sangue, figado, cérebro, rins, musculos, coragdo, pulmdes, estémago,intestino,
tiredide ¢ osso, apresentando deposigéo e retengdo significativa.

Muitos pesquisadores citados por WALLACH &
CHAUSMER (1990} tem demonstrado que Sr pode inibir o crescimento,
provocando decréscimo de componentes orgadnicos € INOrganicos ¢
especialmente dificultando o processo de formagdo e mineralizagio do tecido
Osseo. Entretanto, estes mesmos pesquisadores apresentam outros dados
experimentais que sugerem que estes efeitos estdo na dependéncia dos niveis
de exposigdo ambiental, desta maneira, Sr em baixas concentragdes além de
ndo apresentar efeitos adversos poderia promover paradoxalmente aumento na
formagdo ¢ssea. Na realidade, a exposi¢do toxica se manifesta clinicamente na
presenga do aumento de 0sso imaturo, cemento ¢ matriz dentinaria que ndo se
calcificam, num padrio de alteragdo patolégica comparavel a
hipomineralizagdo, semelhante a quadro de deficiéncia de vitamina D
(GRAVINA; CABRINI;, CARRANZA JR; 1970). Fato confirmado pelas
observagdes de EL SOLH & ROUSSELET (1981) que reforgam a idéia que
o metabolismo do célcio pode ser prejudicado, uma vez que eles encontraram
Sr causando hipocalcemia ¢ dificultando a 1-hidroxilagdo da 25-hidroxi-
vitamina D para 1,25-hidroxi-vitamina D. Como ETHIER et alii (1990) ¢
ETHIER; GOUPIL; GASCON-BARRE (1991) demonstraram o papel
relevante da vitarmina D no processo de regeneragdo hepatica, o trabalho de
RAEBURN & RODGER (1987) refor¢a a necessidade de estudos sobre o
comportamento ¢ niveis de estroncio em diferentes condigdes biologicas.
Estes pesquisadores verificaram que Sr® pode substituir Ca* em interessante
trabalho experimental com cobaios, mantendo resposta contratil para KCL,
mas ndo respondendo ao iondforo de calcio A23187 ou agentes atuando via
interagdo farmaco-receptor. Consequentemente, estes autores sugeriram que
existem respostas mediadas por baixa afinidade a0 Ca*' e que podem sofrer
interferéncia do estroncio € respostas a outros agentes suportadas por alta
afinidade a Ca¥, e que ndo seriam influenciadas pela presenca do cation
divalente Sr¥".
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A presenga de muitos elementos desempenhando
simultaneamente, importantes fungdes celulares, com hepatdcitos possuindo
sistemas especialmente desenvolvidos para o fluxo de ions divalentes
(CROFTS & BARRITT, 1990), com eventos ibnicos iniciando (LEFFERT &
KOCH, 1980), promovendo e ativando sistemas intracelulares complexos
durante a regeneragio hepatica apos hepatectomia parcial (WHITFIELD et alii,
1980), fazem da técnica de Espectroscopia de Emissdo Atomica com Plasma
Induzido (ICP-AES) um recurso valioso para rapida e sensivel andlise multi-
elementar em amostras bioldgicas, especialmente em volume muito reduzido
de amostra, necessario para o acompanhamento e controle das condigGes
experimentais que normalmente sdo muito dindmicas, uma vez que a
determinagdo simultinea optimiza a informagéo final de cada amostra quando
comparada em conjunto. Além disso, a possibilidade de maior precisdo e
exatiddo dos resultados obtidos em comparagdo com outras metodologias é
confirmado por SHIRAISHI et alii (1987) que compararam os niveis de metais
alcalinos-terrosos obtidos simultaneamente com Espectroscopia de Emisséo
Atomica com Plasma Induzido (ICP-AES), com Espectrometria de Absorgdo
Atdmica e Complexometria, em amostras bioldgicas oriundas de ossos fetais.

Entretanto, LEBLONDEL; MAURAS; ALLAIN (1986)
relatando que as diferentes condigdes experimentais preconizadas por
diferentes autores, concernentes a escolha dos elementos, espécies, tecidos ¢
métodos de analise, ndo convergem para uma visdo geral da distribuigdo dos
elementos, especialmente no rato, apresentaram importantes informagdes sobre
as concentra¢ges normais de 14 elementos no sangue total, plasma e alguns
tecidos no rato, através do ICP-AES (Tabela 2).

Em 1989, TEMPLETON; PAUDYN; BAINES,; utilizando
ICP-MS, ampliaram para mais de 30 eclementos a analise proveniente de
amostras de soro e figado de rato, algumas sumarizadas na Tabela 2.

Tabela 2. Concentragdes (ug/ml) de alguns elementos quimicos em rato Wistar

(x2£SD)

Amestra Ca P Mg Si B Sr
Sangue! 59,35 395,2 37,96 _ _ 0,015
+ 2,565 & 26,94 L 2455 + 0,002

Plasma* 101,7 132,8 18,30 _ _ 0,024
+ 3887 &+ 11,08 + 1,628 + 0,005

Soro? 87,37 115,2 29,89 _ 0,273 0,086
+ 9218 +£4955 £ 2916 + 0206 £ 0,028

! Mod. LEBLONDEL; MAURAS; ALLAIN (1986)
2 Mod. TEMPLETON; PAUDYN; BAINES (1989)
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4. PROPOSICAO

Face as consideragdes expostas, pretende-se investigar os
niveis de calcio, fosforo, magnésio, silicio, boro ¢ estrOncio, através de
Espectroscopia de Emissfio Atdmica com Plasma Induzido (ICP-AES), no
soro de ratos parcialimente hepatectomizados, nos periodos de 6, 24 ¢ 360
horas apoés a cirurgia, submetendo animais a tratamento com os seguintes
antagonistas de receptores histaminicos:

1. Terfenadina (Antagonista especifico de receptores Hi
periféricos)

2. Cimetidina (Antagonista especifico de receptores H2)

3. Terfenadina + Cimetidina
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados 73 ratos albinos (Rattus norvergicus
albinus, Wistar) machos, pesando entre 150 e 230 g |, fornecidos pelo Centro
de Bioterismo da UNICAMP, e que receberam rag¢do especial para animais de
laboratorio marca Produtor n. 49 (Anderson Clayton S.A) e agua "ad
libitum".

5.2 Técnica de Hepatectomia Parcial

Foi utilizada a técnica de hepatectomia parcial de
HIGGINS & ANDERSON (1931), descrita por MATTOS FILHO (1976), que
obedeceu aos seguintes procedimentos: apds anestesia com éter etilico,
procedeu-se a depilacdo da regidio abdominal, ao longo da linha mediana, com
antissepsia da mesma através da aplicagdo de PVPI (Polivinilpirrolidone
lodine} teor de 1odo a 10% (Povidine Toépico - Darrow Laboratdrios S.A.).
Apos incisdo ventral mediana de 3 a 4 cm, a partir do apéndice xiféide do
esterno, efetuou-se, através de compressdo da regido abdominal, a extrusio
dos i6bulos hepaticos mediano e lateral esquerdo, expondo-os, desta maneira,
para manobras posteriores, permanecendo na cavidade abdominal os 16bulos
lateral direito e pequeno caudado. Em seguida, promoveu-se a ligadura dos
16bulos mediano e lateral esquerdo, com fio de algoddo, procedendo-se a
sec¢ao dos ligamentos suspensores com posterior extirpacdo dos mesmos.
Ap0s realizar a sutura com fio de algoddo, da musculatura em primeiro plano e
da pele em segundo plano, submeteu-se a regiio novamente a antissepsia.
Todas as cirurgias foram realizadas entre 9:00 h ¢ 15:00 h, dentro de um
periodo de luz aproximado de 12:00 h: das 6:00 as 18.00 h. Cada
procedimento cirirgico de hepatectomia parcial fo1 realizado num tempo médio
de 20 minutos.
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5.3 Grupos experimentais

Os 73 animais foram divididos em trés grupos e
sacrificados 6, 24 e 360 horas apos a hepatectomia parcial. Cada grupo foi
dividido em 4 sub-grupos que receberam as drogas abatxo descriminadas com
suas respectivas dosagens.

I - terfenadina! 2 mg/kg/dia

II - cimetidina 20 mg/kg/dia

III - terfenadina + cimetidina 2 mg/kg/dia e 20 mg/kg/dia
IV - solugio de NaCl 0.9% 3 ml/kg

5.4 Administragdo das drogas

As drogas foram administradas intrapenitonealmente (i.p.)
durante todo o experimento. Foram feitas 4 aplicagbes diarias, uma a cada 6
horas, acompanhando-se semanalmente o peso dos animais. A primeira dose
foi dada 10 minutos antes de se realizar a hepatectomia parcial e a Gltima dose
10 minutos antes do sacrificio.

5.5 Colheita do sangue para dosagem dos elementos

O sangue para dosagem de calcio, fosforo, magnésio,
boro, silicio e estréncio era colthido por rompimento do plexo braquial (CURY,
1984). O método consiste numa incisdo cutinea da regido anterior toraxica, e
afastamento da pele formando uma bolsa lateral, que recebe o sangue oriundo
da hemorragia. A colheita do sangue arterial e venoso misturados, e
diretamente, ndo interfere na qualidade da amostra, uma vez que SEKAS &
COOK (1979) compararam esta condicdo em experimentos controlados com
pungio cardiaca, ndo encontrando nenhuma diferenga significativa em 12
{doze) componentes séricos.

1 1 - Teldane® - Merrel Lepetit™
Il - Tagamet® . Smithkline & Cia.
IV - Esse volume foi padronizado por ser equivalente aquele empregado nos demais sub-grupos.
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5.6 Determinacdo dos niveis de calcio, fosforo,
magnésio, silicio, boro e estréncio no soro, através de Espectroscopia de
Emissdo Atdmica com Plasma Induzido (ICP-AES)

5.6.1 Fundamentos do método ICP-AES

No processo indutivo do ICP os elétrons recebem energia
do campo magnético gerado por uma espiral energizada por uma fonte
geradora de alta radiofrequéncia. Consequentemente, excitam € ionizam wm
atomo quando ocorre uma colisdo. O atomo excitado €/ou ionizado decai para
o estado fundamental emitindo uma radiagéio ou foton. Como a intensidade da
radiagdo emitida em uma linha espectral € proporcional ao nimero de atomos
excitados no correspondente nivel de energia, pode-se construir uma curva de
calibracdo plotando intensidades para concentracdes conhecidas do elemento a
ser avaliado e consequentemente a sensibilidade pode ser definida pela
inclinagiio da curva resposta vs. concentragdo (GINE, 1990).

5.6.2 Equipamento/condi¢Ses de operacdo

A determinagdo foi efetnada em Plasma Atomcomp
Jarrell-Ash - Mod. 975 (Division of Fisher Scientific Company) no Depto. de
Quimica Analitica do Centro de Energia Nuclear na Agricultura - CENA -
Campus "Luiz de Queiroz"/Universidade de Sdo Paulo/USP equipado com:

5.6.2.1 Gerador de radiofrequéncia marca Plasmatherm de
27.12 MHz/ poténcia incidente de 1 KW/ poténcia refletida de 5 W

5.6.2.2 Fluxo de gas argbnio 18 V/min

5.6.2.3 Fluxo de gas argbnio auxtliar 0.5 l/min

5.6.2 4 Fluxo de gas argdnio no nebulizador 0.5 I/min

5.6.2.5 Nebulizador concéntrico Meinhard tipo 2¢

5.6.2.6 Tochas artesanais de vidro

5.6.2.7 Policromador com 38 canais analiticos montado
pela Jarrell-Ash (os sinais foram integrados por 10 s)

5.6.2.8 Software e hardware originais/modificados pela
Anacom Cientifica/ computador IBMXT/ impressora Grafix-100
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5.6.3 Caracteristicas do sistema

Para miciar o processo de formagdo do plasma, uma
espiral de Tesla (circuito primario ¢\ cristal pizoelétrico - quartzo) fornece os
primeiros elétrons. Estes elétrons livres sdo acelerados pelo campo magnético
produzido pelo gerador de radiofrequéncia e rapidamente alcangam a energia
necessaria para ionizar o argdénio produzindo mais elétrons ¢ iniciando um
processo em cascata. Quando a energia liberada pelo plasma ¢ igual a energia
cedida pela fonte de radiofrequéncia se estabelece um equilibrio permitindo
que o plasma apresente-se numa configuracdo toroidal e caracterizada por uma
sec¢do circular onde promove-se a introdugdo da amostra (GINE, 1990).

5.6.4 Reagentes e solugdes padrio

Foram utilizados sais ¢ metais de alta pureza da Johnson
Mathey Company (J. M.C.) e solugdes padrdes ultra-puras - Titrisol®,
E Merck - Darmstadt.

5.6.5 Obtengdo e preparo das amostras

O sangue foi colhido sem anticoagulante com conta-gotas,
na bolsa lateral da regifio toraxica anterior dos animats, conforme técnica ja
descrita, e deixado em repouso em estufa a 37°C durante 20 a 30 minutos.
Apos a formacdo do coagulo, colocou-se os tubos no refrigerador a 4°C,
deixando-os durante 12 horas, a fim de favorecer a fixacdo ao coadgulo de crio
ou autoglutininas, bem como permitir 0 seu retraimento (OLIVEIRA LIMAJA.
et ali, 1985). Transcorride esse tempo, centrifugou-se os tubos a 3.000 rpm
(Porta-centrifuge Tomy mod. IC-15AN, Tomy Seiko Co., LTD, Tokyo, Japan),
durante 10 (dez) minutos e depois de sedimentado o coagulo pipetou-se o
sobrenadante. Um volume de soro de até 5.0 ml, isento de hemdlise for
conseguido. Os soros foram mantidos a -5°C e no momento da andlise
procedeu-se uma diluicdo de 25(vinte e cinco) vezes tomando-se Iml do soro e
completando-se para 25ml de agua destilada e detonizada (1:25) em baldo
volumétrico, num processo de diluigdo direta uma vez que nfo € necessaria a
digestdo de amostras de soro ¢ urina (HUANG, 1994). Embora o método de
dilui¢io empregado na preparagdo das amostras possa introduzir uma
deterioracdo dos limites de deteccio, uma acurada determinaciio de muitos
elementos € ainda possivel (VANHOE; DAMS,; VERSIECK; 1994) com a
vantagem de minimizar a contaminacfio da amostra pela manipulacio extensiva
bem como a perda de elementos por volatizacdo, adsorcdo, precipitacdo etc.,
especialmente em métodos baseados na destruicio do material - orgénico
presente em fluidos bioldgicos como o soro.
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5.6.6 Linhas espectrais e limites de detecgio

O espectro de emissdo contém todas as radiagGes emitidas
pelo argbnio ¢ dos elementos da amostra. Como a intensidade é proporcional
ao numero de dtomos ela esta correlacionada a estabilidade da fonte de energia
¢ a quantidade de energia suficiente para atender (excitar) todos os atomos,
desta maneira as linhas espectrais correspondentes ao dtomo neutro excitado
estd sempre indicado pelo nimero [ ¢ as do atomo ionizado como II. As
leituras dos elementos foram realizadas simultaneamente em ampla faixa linear
de concentragdes através de espectrometro simultineo nos seguintes
comprimentos de onda:

Linha espectral Comprimento de onda/ Angstrém
Ca 112 3179
P I 2149
Mg II 2790.7
Si I 2881
B I 2496
Sr I 4215
Ti 113 3349

As temperaturas altas do plasma (6.000 a 10.000°K),
proporcionam uma energia aproximada de 16 eV, suficiente para obter um alto
grau de ionizacio (Apéndice 1). A emissfio dos atomos ionizados excitados
permitem a obtencdo de limites de detecgdo melhores que com absorcéo
atdmica, para a maioria dos elementos (GINE, 1990). Para isto estabelece-se a
fungdo de calibragdo x/b versus concentragdo onde x € o sinal total e b € o
blank procurando checar a variabilidade linear dindmica do instrumento.
Assim, o grafico do desvio padriio relativo RSD (x - b) versus log x/b o qual é
diretamente relacionado a concentragdo permite computar a varnabilidade
analitica e o limite de detecgdo (Fig.6).

2 1 linhas de emissdo do dtomo excilado
1T linhas de emissdo do ion excitado

3 Foi utilizado como padrdo interno
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Fig 6 Grafico do desvio padrio relativo (x - ) versus concentracio (log x/b)

Consequentemente, segundo o REPORT BY THE
ANALYTICAL METHQODS COMMITTEE (1986) o limite de detecgdo (1)) €
o ponto no qual o RSD de x5 = 50% e a variabilidade analitica R' - R¢ a
regido na qual a fungdo tem valores pelo menos, tres vezes o valor minimo m,
assim a melhor performance do equipamento ¢ atingida com o valor mais baixo
de 1) ¢ m, e um grande valor de R' - R. Recentemente, a [UPAC (/niernational
Union of Pure and Applied Chemistry) promoveu uma alteragdo para um valor
mais fidedigno. Desta maneira, atualmente o limite de deteccdo
(D2)corresponde a concentragio do elemento que produz um sinal em
intensidade de emissdo tres vezes maior que o desvio padrédo calculado com as
intensidades de fundo (GINE, 1990), num ponto no qual o RSD de x/b = 33%.
Os limites de quantificagdo foram determinados experimentalmente através do
processamento de solugdes diluidas sucessivamente, até se conseguir
resuitados com desvio maximo de 5 %, ¢ que para os elementos quantificados
foi determinado como:

Elemento pg/mi
Ca 0.100
P 0.100
Mg 0.160
Si 0.100
B 0.020

St 0.100
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5.6.7 Procedimento

As dosagens foram feitas logo apds a preparagdo das
amostras e sistematizadas para obten¢do de médias de 3 (trés) repeti¢des para
cada amostra (em triplicata). A sequéncia de determinagiio foi randomizada
entre os grupos ¢ intercaladas com leituras dos padrdes. Apoés o registro das
leituras determinava-se a concentragdo dos elementos na amostra conforme a
formula abaixo:

CpE /CpEa x Fd x CaE = Cf

onde CpE = concentragdo padrio do elemento
CpEa = concentragdo padrao do elemento avaliado
Fd = fator de dilui¢do = 25
CaE = concentrag¢3o do elemento avaliado na amostra
Cf = concentragdo final do elemento na amostra

Os resultados foram submetidos a Andlise de Variancia
(ANOVA) e teste de Tukey, ao nivel de significancia de 5% (VIEIRA,S.
1985).
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6. RESULTADQOS

A determinagfio de baixas concentragdes no soro implica
necessariamente na utilizagdo de padres e amostras livres de contaminagao,
bem como na manutengdo de condigdes uniformes durante a avaliagio dos
elementos nas amostras. A Tabela 3 apresenta os niveis dos elementos nos
padrdes e as médias (y) £ SD (Desvio padrdo) obtidas nas condigdes
sumarizadas em Materiais ¢ Métodos para 492 determinagdes controle
conforme Apéndice 2.

Tabela 3. Recuperagdo dos elementos nos padrdes

Elemento n calculado  encontrado  recuperagiio
(x3) (ug/ml) x £ SD %
Ca 29 10,00 10,19 + 0,325 101.,9
P 27 10,00 9,964 + 0,278 00,64
Mg 29 10,00  9995+0302 9995
Si 23 10,00 9,855 + 0,258 98,55
B 29 1,000 0,997 + 0,038 99,70
Sr 27 10,00  9.884+0,167 9884

A recupera¢ido 6tima dos elementos nos padrdes, aliada a
determinagio de titdnio (Ti), utilizado como padrdo interno para corrigir
eventuais efeitos da matriz ¢ instabilidade de sinal, ndo permitiram constatar
interferéncias durante a realizago das dosagens, comprovadas através da
leitura de brancos constituidos de H20 utilizada na diluigdo das amostras e no
preparo dos padrdes.

Os dados das Tabelas 4 a 9 foram calculados e
sumarizados em » (nimero de animais); y (média) * SEM (emo padrio da
média) a partir dos resultados obtidos, que podem ser encontrados nos
Apéndices 3 a 14.

A andlise estatistica mostrou que os niveis de cdlcio
(Tabela 4), fésforo (Tabela 5) e magnésio (Tabela 6) nfio foram
estatisticamente diferentes entre o0s grupos controles 6, 24 ¢ 360h,
demonstrando que durante a regeneragdo hepatica apds hepatectomia parcial
ndo ocorrem altera¢fes significativas nos nivets destes elementos no soro dos
animais. Da mesma forma os animais que sofreram tratamento com
antagonistas de receptores histaminicos de maneira individual ou associada
também nio apresentaram mudanga significativa nas médias dos niveis de
fosforo e magnésio nos tempos de 6, 24 e 360 h segundo ANOVA (Fig. 8¢ 9).
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Tabela 4. Valores médios de Ca (ug/ml) no soro de ratos 6, 24 e 360 h apos
hepatectomia parcial, para os diferentes grupos experimentais.

Grupos 6h 24h 360 h
(n) y1tSEM (n) y+SEM (n) y+SEM

Controle (7) 78,25 +3,529 (6) 70,13+6,119 (4) 73,54 £6,107
(NaCl 0,9%)

Terfenadina  (6) 78,78 £3,390 (6) 59,13 £ 10,08 (5) 88,04 + 7,395
#*

(2mg/kg/dia)

Cimetidina (7) 77,58 £3,643 (7) 72,26 £4,716 (6) 89,38 +£3,122
(20mg/kg/dia) **

Terfenadina

Cmgkg/dia)  (7) 76,183,473 (6) 69,494,573 (6) 83,90+ 9,344
+ Cimetidina o

(20mg/kg/dia)

*  p<0.05 vs. Terfenadina 360 h
** p <0.05 vs. Cimetidina 360 h

A determinagdo dos niveis de calcio no soro as 24 h apos
hepatectomia parcial reflete uma discreta diminuigdo das médias dos niveis
deste elemento nos grupos submetidos a tratamento. Este decaimento da
concentragdo do calcio as 24 h da regeneragdo hepatica, embora niao tenha
sido estatisticamente diferente entre os grupos controle e tratados naquele
tempo (Tabela 4), ela foi significantemente inferior (p < 0.05) vs os grupos
experimentais de tratamento 360 h (Fig. 7), com a média da concentragdo de
calcio no grupo tratado com Terfenadina + Cimetidina 360 h sendo mais alta
que no grupo 24 h e ndo apresentando, paralelamente, diferenga
estatisticamente significante do valor encontrado para os animais submetidos a
tratamento com Terfenadina ou Cimetidina isoladamente as 360 h.

Ca(ug/ml)) |56 horas m24 horas m360 horas

100 -~

80

60 |

0 £ T ===—— — — | '

Controle Terfenadina Cimetidina Terfen.+Cimet.
Fig.7 Histograma de barras, mostrando valores de Ca (pg/ml) no soro de ratos
apos hepatectomia parcial, para os diferentes grupos experimentais.
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Tabela 5. Valores médios de P (ug/ml) no soro de ratos 6, 24 e 360 h apos
hepatectomia parcial, para os diferentes grupos experimentais,

Grupos 6h 24 h 360 h
(n) y4SEM (n) y4SEM (n) y4SEM

Controle (7) 198,4 +28,87 (6) 199,0+21,49 (4) 1889+ 13,63
(NaCl 0,9%)

Terfenadina  (6) 178,1 £26,25 (6) 181,6 +35,33 (5) 192,6 +£43,54
(2mg/kg/dia)

Cimetidina  (7) 192,84 37,59 (7) 173,1£30,01 (6) 189,2 + 19,89
(20mg/kg/dia)

Terfenadina (7) 199.8 £21,82 (6) 181,5+25,68 (6) 216,5+ 12,78
(2mg/kg/dia)
+ Cimetidina

(20mg/kg/dia)

P(ug/mi) (=16 horas ®24 horas M360 horas |

250 —|'”

200

150 4~
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0 "/ ] T T o — f
Controle Terfenadina Cimetidina Terfen.+Cimet.

Fig. 8 Histograma de barras, mostrando valores de P (ug/ml) no soro de ratos
apos hepatectomia parcial, para os diferentes grupos experimentais.
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Tabela 6. Valores médios de Mg (pg/ml) no soro de ratos 6, 24 € 360 h apos
hepatectomia parcial, para os diferentes grupos experimentais.

Grupos 6h 24 h 360 h
(m) y+SEM (n) y+SEM (n) y+SEM

Controle (7) 28,652,064 (6) 32,18 +3,951 (4) 28,48 + 4,087
(NaCl 0,9%)

Terfenadina (6) 32,70 £5,217 (6) 26,76 £ 5,033 (5) 30,67 + 4,400
(2mg/kg/dia)

Cimetidina (7) 30,15+1,609 (7) 27,24 +£2,668 (6) 33,60 + 2,100
(20mg/kg/dia)

Terfenadina (7) 29,90 + 1,989 (6) 28,04 + 3,141 (6) 32,39 £ 3,207
(2mg/kg/dia)
+ Cimetidina

(20mg/kg/dia)

Mg (ng/ml) ]EIG horas M24 horas M 360 horas
40 g 7 4

30 -1
20

10 -+

0 _’ — = T — T :
Controle Terfenadina Cimetidina Terfen.+Cimet.

Fig. 9 Histograma de barras, mostrando valores de Mg (pg/ml) no soro de ratos
ap6s hepatectomia parcial, para os diferentes grupos experimentais.
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Tabela 7. Valores médios de Si (ug/ml) no soro de ratos 6, 24 ¢ 360 h apos
hepatectomia parcial, para os diferentes grupos experimentais.

Grupos 6h 24 h 360 h
(n) y+SEM (n) y+SEM (n) y+SEM

Controle () 543511820 (3) 10,92+3,293 (4) 13,76 + 4,030
ot g0y (6 SABELEN () 109223293 (4 137624,

Terfenadina (6) 14,88 +7.400 (3) 16,39 £ 8,545 (4) 6,804 + 2,224
(2mg/kg/dia)

Cimetidina (6) 12,79 +4,541 (7) 9471+3,705 (4) 6,989 + 1,445
(20mg/kg/dia)

Terfenadina (4) 11,55+4,164 (4) 9,522 +5,614 (4) 7,626 + 1,786
(2mg/kg/dia)
+ Cimetidina

(20mg/kg/dia)

Embora os niveis de silicio sugiram um aumento da
concentragdo deste elemento no soro dos animais controle durante a
regenera¢ao hepatica apés 24 h permanecendo elevados no espago de tempo
de 360 h, os valores encontrados ndo foram estatisticamente diferentes (Tabela
7). Entretanto, quando os animais foram submetidos a tratamento com
terfenadina, cimetidina ou terfenadina + cimetidina foi observado uma
inversdo em relagdo aos valores encontrados nos grupos controles
demonstrando uma tendéncia de aumento de concentragdo ao tempo de 6 h
persistindo por 24 h com decaimento dos niveis a 360 h, embora os valores
obtidos nos grupos de tratamento ndo tenham sido significantemente diferentes
dos grupos controles segundo ANOVA e teste T de Tukey ao nivel de
significancia de 5 % (Fig.10).

Si_(pglml) ]!___16 horas ®824 horas =360 horas

20

10

| | |
Controle Terfenadina Cimetidina Terfen.+Cimet.

Fig. 10 Histograma de barras, mostrando valores de Si (pg/ml) no soro de ratos
apos hepatectomia parcial, para os diferentes grupos experimentais.
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Tabela 8. Valores médios de B (ug/ml) no soro de ratos 6, 24 e 360 h apos
hepatectomia parcial, para os diferentes grupos experimentais.

Grupos 6h 24 h 360 h
(n) y+SEM (n) y£SEM (n) y+SEM

Controle (7) 0,663 0,122 (5) 0,263 +0,097 (4) 0,164 + 0,051
(NaCl 0,9%) 2 *

Terfenadina  (6) 0,287 £0,077 (6) 0,185+ 0,046 (5) 0,342 + 0,132
(2mg/kg/dia) *

Cimetidina  (7) 0,446 +0,074 (6) 0233 +£0,111 (6) 0,315 + 0,082
(20mg/kg/dia)

Terfenadina (7) 0,320+ 0,054 (6) 0,168 £0,047 (6) 0,825+ 0,192
(2mg/kg/dia) * k&
+ Cimetidina

(20mg/kg/dia)

* p<0.05vs. Controle 6 h

*% p <0.05 vs. Controle 360 h
vs. Terfenadina + Cimetidina 6 h
vs. Terfenadina + Cimetidina 24 h

ﬂugfml) . [:16 horas H24 horas B 360 horas__

0 _"/_ " Tl I I |
Controle Terfenadina Cimetidina Terfen.+Cimet.

Fig. 11 Histograma de barras, mostrando valores de B (pg/ml) no soro de ratos
apos hepatectomia parcial, para os diferentes grupos experimentais.



45

Em contrapartida, a média dos niveis de boro foi
significantemente maior (p<0.05) ao tempo de 6 h em relagdo a 24 ¢ 360 h nos
grupos controles € em relagdo as médias dos grupos submetidos a tratamento
com terfenadina e terfenadina + cimetidina no tempo de 6 h (Tabela R).
Durante este tempo a concentracio de boro ndo foi em média
significantemente diferente do grupo de animais submetidos a cimetidina. Para
o grupo de amimais submetidos a terfenadina + cimetidina ao tempo de 360 h, o
valor do elemento boro foi em média significantemente maior do que do grupo
controle, ndo sendo significantemente diferente dos grupos tratados com
terfenadina e cimetidina isoladamente. Entretanto, a média de concentragdo de
boro no grupo terfenadina + cimetidina nfio foi estatisticamente diferente do
valor encontrado para o grupo controle as 6 h mas significantemente maior
(p<0.05) que os valores encontrados para o grupo tratado com terfenadina +
cimetidina no espago de tempo de 6 e 24 horas (Fig.11). A média dos niveis de
boro as 24 horas ndo foram estatisticamente diferentes entre os 4 sub-grupos
conforme ANOVA,

Embora os valores médios (Tabela 9) encontrados para
estroncio sejam relativos a dados obtidos em sua totalidade em condigdes
abaixo do limite quantificavel (0,100 pg/ml) os resultados avaliados sob
ANOVA ¢ teste T de Tukey com nivel de significancia de 5 % demonstraram
ndo haver diferengas estatisticamente significantes entre os grupos/sub-grupos
de 6, 24 ¢ 360 h (Fig. 12).

Tabela 9. Valores médios de Sr (ug/mt) no soro de ratos 6, 24 e 360 h apos
hepatectorma parcial, para os diferentes grupos experimentais.

Grupos 6h 24 h 360 h
(n) y2SEM (n) x+SEM (n) y2SEM

Controle (7) 0,198+ 0,019 (6 0,168 £0,019 (4) 0,160 + 0,020
(NaCl  0,9%)

Terfenadina (6) 0,199 +0,020 (6) 0,158+0,022 (5) 0,189+0,010
(2mg/kg/dia)

Cimetidina (7) 0,202+ 0,014 (7 0,180 +£0,017 (6) 0,242 +0,020
(20mg/kg/dia)

Terfenadina (7) 0,183 £0,014 (5)0,199+ 0,011 (6) 0,205 + 0,028
(2mg/kg/dia)
+ Cimetidina

(20mg/kg/dia)
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Fig. 12 Histograma de barras, mostrando valores de Sr (pg/ml) no soro de ratos
apos hepatectomia parcial, para os diferentes grupos experimentais.
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7. DISCUSSAQ

As alteragbes moleculares verificadas durante a
regeneragio hepatica, promovendo ¢ permitindo a interagdo de inumeros
fatores com receptores ¢ sistemas na membrana, abordadas com propriedade
no trabalho de KOSHLUKOVA et alii (1992), acabam gerando cascatas de
vias intracelulares que regulam uma infinidade de atividades como
metabolismo fosfolipidico e do 4cido araquidénico, fosforilagdo de proteinas,
mobiliza¢do e transporte de cdlcio, regulagio da transcrigdo celular, etc. Estes
eventos induzem mudangas intrinsecas na atividade das células desde
mobilidade e adesividade até sintese de DNA, com desequilibrios nestes
eventos estando associados com uma variedade de doengas (BRUGGE, 1993).

Consequentemente, a exposigdo cronica/sub-aguda do
figado em regeneragdo a antagonistas de receptores histaminicos pode
perfeitamente estar concorrendo para a ocorréncia de mudangas intrinsecas na
atividade celular, a comecar pelo fato do extenso procedimento cirirgico
realizado, antecedende e proporcionando a entrada do figado remanescente
num processo de intensa regeneragdo, estar associado a decréscimo no fluxo
biliar, 0 que caracterizaria um quadro de ¢olestase intrahepatica (MEIER-ABT,
1990). Entretanto, pelo trabalho de SRIVASTAVA et alii (1982), sabe-se que
durante a regeneragdo hepdtica ocorre um aumento nos niveis de glutathiona,
promovendo um mecanismo de protegdo num eficiente processo de
destoxificagdo. Além disso, UESUGI, BOGNACKI; LEVINE (1976)
observaram que depois da hepatectomia parcial o fluxo biliar € a secregéo de
sais biliares ¢ significantemente aumentada, o que foi comprovado por
FUKANO et alii (1985), que acrescentaram que fosfolipideos também sdo
mais secretados na bile (¢ menos colesterol) que no figado normal, com
alteragtes desaparecendo depois de sete dias. PEREZ-BARRIOCANAL;
ESTELLER; GALLEGO (1987) também estudando o comportamento do
sistema biliar, além de confirmar os dados obtidos pelos outros autores,
verificaram a existéncia de uma significante relagdo entre a secre¢do de dcidos
biliares como importante fator determinante na secre¢do de calcio na bile
depois de hepatectomia parcial em ratos. Assim, em fun¢fio do fracionamento
das dosagens (4x/dia), além de concentragGes baixas ndo excedendo niveis
terapéuticos para os farmacos utilizados (McTAVISH; GOA; FERRILL 1990;
BROGDEN et alii, 1978; ESTELLE; SIMONS; J.SIMONS 1991), sugerem
que os resultados obtidos podem estar refletindo alteragdes de mecanismos
celulares proprios da proliferagdo celular, envolvidos durante a regeneragéio
hepatica.

Istc também se fundamenta nas excepcionais
caracteristicas do ICP-AES para atomizagdo e ionizagdo da amostra injetada
que elimina uma série de interferéncias relatadas em outros métodos. Mesmo
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assim, VANHOE; DAMS; VERSIECK (1994) apresentaram que elementos
mais pesados podem sofrer mailor interferéncia do NaCl em amostras
biologicas, que elementos mais leves. Estes pesquisadores demonstraram que
ocorre um aumento da supressdo de sinal de 33% do 7Li para 56% no 238U, na
presenca de 4mg/ml de NaCl.

Embora exista no soro uma série de proteinas, além de
sais facilmente ionizaveis como Na, K, Cl, o soro apresenta uma quantidade de
sal equivalente a 9 mg/ml de NaCl ou 0,9%, o que poderia provocar alguma
interferéncia, mas que provavelmente em fungdo do processo de atomizagdo e
ionizagdo, da dilui¢io realizada em matriz H2O, aliada a alta especificidade ¢
seletividade, dos comprimentos de onda para os ¢lementos determmados néo
deve ter ocorrido.

ZIVNY; SIMEK; PALICKA (1989) estudando os efeitos
de solugdes salinas administradas parenteralmente em diferentes fases pos-
operatorias da regeneragdo hepatica encontraram que especialmente a infusio
de NaCl 0,9% durante a sétima ¢ décima-segunda hora apoés hepatectomia
parcial pode provocar inibigdo na sintese de DNA. Como estes autores
admimstraram solugédo fisiologica de salina na dose de 3,3 mbkg/h durante
espacos de tempos definidos, provavelmente ndo ocorreram interferéncias em
nossos grupos controles, em virtude da administragdo de NaCl 0,9% ter sido
efetuada ip. na dose de 3 mlkg/6h e mesmo porque, em fungdo do
delineamento experimental, ndo foi efetuada administragdo entre a sétima e
décima-segunda hora.

Além destes detalhes é importante frisar que Ca, P, Mg
estdo presentes e concentragdes bem acima dos limites de detecgdo em
muitos tecidos e fluidos, sendo determinados eficientemente por uma variedade
de técnicas, ¢ ndo apresentando problemas especiais para o ICP
(TEMPLETON; PAUDYN;, BAINES; 1989). Assim, o fato de néo ter ocorrido
modificagdo significativa no soro, dos niveis de Ca na presenga de um evento
capaz de alterar fisiologicamente e bioquimicamente o organismo como um
todo, indica que embora o cdlcio seja fundamental durante a regeneragéo
hepatica apds hepatectomia parcial, ele ¢ rapidamente mobilizado
intracelularmente, num regulado equilibrio compartimental via Ca-calmodulina
com o meio extracelular, de tal maneira que ndo se observam modificagdes
significativas nos niveis de calcio no soro de ratos parcialmente
hepatectomizados ( AL-OTHMAN, 1986, NAKATA et alii, 1987, ETHIER et
alii, 1990), conforme o encontrado neste experimento (Tabela 4).

Como esta bem estabelecido que Ca*+ e calmodulina
(CaM) estdio envolvidos na regulagdo da proliferagdo de células de figado de
rato (PUJADES et alii, 1990) e a sintese de DNA acompanhada da divisdo
celular podem ocorrer mesmo em deficiéncia de cdlcio, mediante um processo
na superficie da célula capaz de ativar complexos de Ca-calmodulina, os quais
ativam muitas enzimas e medeiam muitos processos celulares calcio-
dependentes (JONES et alii, 1982), caracteriza-se um processo de mobilizagdo
¢ utilizagdo bastante dindmico para o elemento. Tanto isto ¢ verdade, que
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quando o0s hepatocitos estdo proliferativamente ativados in vivo pela
hepatectomia parcial, os niveis citosolicos de CaM estdo aumentados entre 6 ¢
14 horas depois da cirurgia (MacMANUS et alii, 1981).

Depois de uma transiente acumulagdo no citosol CaM ¢
translocada para dentro do niicleo onde esta associada com a matriz nuclear,
apresentando valores maximos as 24 h depois da cirurgia, quando a sintese de
DNA ¢ também maxima, numa relagdo de CaM nuclear com a replicagdo do
DNA (SERRATOSA et alii, 1988). Isto foi confirmado por PUJADES et alii
{1990) que observaram decréscimo de calmodulina na membrana plasmatica de
hepatdcitos 24 h depois da hepatectomia parcial, com aumento da CaM nuclear
ao mesmo tempo, sugerindo que calmodulina dissociada da membrana
plasmatica, depois da hepatectomia parcial poderia subsequentemente ser
translocada para dentro do micleo, passando pelo aumento da concentragio no
citosol reportado por MacMANUS et ahi (1981).

Mais evidéncia para a importancia do célcio mediada
pelas a¢Oes da calmodulina e complexos Ca-calmodulina foi anexada a uma
séric de outros experimentos, pela habilidade de purificada anti-calmodulina
IgG, prevenir a sintese de DNA, mesmo em culturas com niveis baixos de
calcio, fato também verificado quando se utilizou La’+, o qual tem a
capacidade de interromper o fluxo transmembrana de célcio (JONES et alii,
1982). Assim, o envolvimento da calmodulina na sintese de DNA e expressdo
de genes (SERRATOSA et alii,, 1988), bem como em neoplasias (WEI,
MORRIS; HICKIE,; 1982), sugere que o metabolismo de calmodulina também
estd alterado na transformagdo oncogénica (MacMANUS et alii, 1981), o que
reforga os encontros sobre o papel do cdlcio, mediando a sintese de DNA ¢ a
prolifera¢do celular através de concentragGes muito baixas que sdo moduladas
por calmodulina via complexos Ca-calmodulina.

Além destes mecanismos, uma vez que KAO et alii
(1990) comprovaram que a concentra¢do intracelular de Ca’+ pode regular
estagios especificos da mitose, os niveis de AMPc¢ ¢ ativagdo do sistema
fosfoinositideo também concorrem para o restabelecimento do figado
parcialmente hepatectomizado. Como nos grupos de animais submetidos aos
antagonistas de receptores histaminicos foi verificado um incremento no
turnover do calcio (Fig. 7), isto significa que embora os receptores
histaminicos possam estar envolvidos e por conseguinte a histamina
desempenhe algum papel, uma vez que os niveis no sangue e no figado do
autacoide, estdo aumentados as 24 h da regeneragdo hepatica, exatamente
quando ocorre a maxima atividade mitética (CHAMBON; MOULINOUX;
FONTAINE 1977), pelo menos nas fases iniciais da regeneragdo hepatica, em
relagdio ao processo de mobilizagdo de calcio, outros mecanismos devem estar
concorendo paralelamente sendo mediados por uma série de outras
substincias como hepatopoietinas (MICHALOPOULOS et ali, 1991)
hormonios, fatores de crescimento (MICHALOPOULOS, 1992;
STROMBLAD & ANDERSSON, 1993) etc. Inclusive, FERRERQ et alii
(1994) recentemente, demonstraram que ativagdo de especifico gene de
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crescimento (gas-6) € desencadeada pela interagdo de catecolaminas com
subsequente mobilizagdo de calcio, via interagdo com receptores adrenérgicos
no figado em regeneragdo. Sendo que posteriormente a expressio maxima as
16 h deste gene é mediada pela interagdo de cdlcio com calmodulina,
independentemente das catecolaminas.

WEI; MORRIS; HICKIE (1982) tentando correlacionar os
niveis de calmodulina, cdlcio e magnésic em hepatomas e figado em
regeneragdo constataram um aumento significante estatisticamente para
calmodulina em hepatomas, acompanhado de importante incremento nos niveis
de célcio ¢ magnésio. Durante a regeneragdo hepatica, estes autores
constataram ainda um pequeno mas significante aumento de magnésio no
figado, 24 h apés hepatectomia parcial. Como o magnésio é um cation
fisiologicamente mobilizado em varios sistemas bio-moleculares, os encontros
de varios autores (RUBIN, 1975; CORREIA; BATY; WILLIAMS JR 1987,
SZELENYI, 1991)sugerem que ¢ magnésio desempenha uwm tmportante papel
também na regulacdo do metabolismo e do crescimento celular, mas que
entretanto, como calcio e fosforo, nfio sofre alteragdes significativas no soro
conforme foi constatado neste experimento (Fig. 9).

Na realidade os resultados obtidos confirmam o trabatho
de AL-OTHMAN et alii (1986) que trabalhando com ratos parcialmente
hepatectomizados, e avaliando os niveis de zinco, cobre, magnésio e calcio nos
tempos de 24, 48, 96, 168 ¢ 336 h da regeneragéo hepatica, constataram que
os niveis de calcio e magnésio, nfio sofrem alteragGes significativas no plasma.

Segundo SZELENYT (1991) 45% do Mg é encontrado
intracelularmente, sendo um cation essencial para a ativagdo de muitos
sistemas enzimaticos (alguns dos quais vistos na Revisio da Literatura),
desempenhando  significante fingdo na transmissfo neuromuscular,
excitabilidade muscular, integridade mitocondrial, fosforilagdo oxidativa,
sintese protéica, estabilidade nucléica, permeabilidade de membrana etc.

Apesar destas consideragdes ¢ a Tabela 10 listar alguns
estados patologicos nos quais Mg sofre alteragGes no soro, a dificuldade da
interpretagio reside inicialmente no fato de que considerando um decréscimo
nos niveis de Mg no soro, isto poderia estar relacionado ao curso de uma
patogenia ou seria apenas uma consequéncia.

De qualquer maneira os casos de hipermagnessemia
podem ocorrer mais frequentemente em doengas renais, enquanto, os casos de
hipomagnessemia seriam uma condigdo mais comum, apesar de entretanto,
ndo estar defimda uma relagdo clara entre os niveis intracelulares e soro, de
maneira semelhante como acontece com calcio e fésforo, em fungdo da grande
capacidade de mobilizagdo compartimental destes elementos.
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Tabela 10. Algumas altera¢des relacionadas com hipo- ou hipenmagnessemia
(SZELENYT, 1991).

Hipomagnessemia Hipermagnessemia

Depois de perda extrema de fluido gastrointestinal Doenga de Addison
Pancreatite aguda Uremia aguda
Terapia com drogas {antibidticos como gentamicina, Uremia crfnica

carbenicilina)
Alcoolismo (Delirium tremens, Cirrose pos-alcodlica)
Mal absorg#o gastrointestinal
Colite ulcerosa
Kwashiorkor
Coma diabético
Hiperparatireoidismo
Hipertireoidismo
Hiperaldosteronismo
Arteriosclerose
Enfarto cardiaco e cardiomtopatias

Doengas osteoliticas malignas

Como a andlise estatistica demonstrou que ndo ocorreram
diferengas significativas entre os grupos tratados e controles (Tabela 6), estes
resultados sugerem que antagonistas de receptores histaminicos utilizados
neste experimento, ndo interferem com o equilibrio compartimental que se
promove com efeito ao Mg*+ durante a regeneragdo hepatica, embora se saiba
que o cation participe ativamente de varios sistemas enzimaticos (VALLARI
& PIETRUSZKO, 1984), sua deficiéncia promova nibi¢do da erupgdo dental,
com consequente redugfio do nimero de mitoses nos tecidos apicais (KIELY
& DOMM, 1977), o clemento seja sequestrado por carcinosarcoma,
depletando o hospedeiro até que a perda de magnésio tenha sido reposta
(CUMMINGS; WILLMOTT; CALMAN  1984) ¢ prncipalmente,
trabalhando com Ca*+ na incorporagdo ¢ aumento da sintese de
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polifosfoinositideos através de quinases dependentes de Mg+ (HEGEWALD
et alii, 1987).

Apesar das alteragdes do metabolismo do fosfasto
morganico (Pi) também poderem ser divididas em hiper- ou hipofosfatemia, tal
como com Mg*, KEMP & BEVINGTON (1992) agrupam-nas basicamente
em dois tipos:

a. Tipo I - onde ocorre uma mudanga na quantidade total
de fosfato dentro do organismo em fungdo de uma alteragdo na absorgdo e/ou
excregdo,

b. Tipo II - na qual ha uma redistribuigdo patologica do
fosfato dentro do corpo, especialmente entre o fluido intra e extracelular.

Com isto, a maior dificuldade no estudo do Pi em células €
consequentemente de suas alteragdes patologicas, € que ele pode ser
rapidamente mobilizado e/ou metabolizado incorporando-se através de
diferentes compostos fosfo-organicos, tais como nucleotideos, dcidos
nucléicos, fosfocreatina, intermediarios glicoliticos, fosfolipideos etc. Desta
maneira, grande quantidade de P também pode ser liberada para o fluido
extracelular a partir destes compostos quando submetidos a hidrolise. Assim,
0s organismos vivos em condigbes normais, limitam grandes mudangas que
porventura possam ocorrer, controlando os niveis de P em patamares estaveis
dentro ¢ entre os compartimentos. Entretanto, em determinadas condigdes
como isquemia do miocardio (MATHUR & CASE, 1973), ou outras
condig¢des tsquémicas que apresentem morte celular (MAY & BERENSON,
1983), podem ser suficientes para aumentar a concentragdo de Pi no plasma
(ANDERSEN et alii, 1989), inclusive depois de quimioterapia para condi¢des
malignas (BOLES et alui, 1984).

Entretanto, depois da hepatectomia parcial as alteragdes
que ocorrem no soro, diferem daquelas que ocorrem durante necrose celular
(KOZLOWSKI JR & MATTOS F°, 1995), assim enquanto se observa
aumento do Pi intracelular durante a regeneragao hepatica através de *'P-NMR
(CAMPBELL et alii, 1990; FARGHALI et alii, 1994), os niveis de fésforo no
soro de ratos parcialmente hepatectomizados ndo aumentam (SEKAS &
COOK, 1979), muito menos os niveis circulantes de Pi (ETHIER et alii, 1990).

SEKAS & COOK (1979) acompanhando os niveis de
fésforo no soro, nos periodos de 6, 12, 24, 36, 48, 168 e 336 h da regeneragdo
hepatica, constataram inclusive, um significante decréscimo 12 h apods a
cirurgia, precedendo a maxima atividade mitdtica. Segundo estes autores, nos
demais tempos ndo ocorreram diferengas estatisticamente significantes enire 0s
grupos tratado ¢ controle.Consequentemente, os resultados obtidos (Tabela 5)
experimentalmente confirmam que durante a regenera¢do hepatica nos tempos
de 6, 24 ¢ 360 h ndo existem diferengas estatisticamente significantes no soro
(Fig. 8), sendo que isto provavelmente ocomre devido ao rapido turnover do
fosforo, mantendo em eficiente equilibrio, niveis constantes de Pi. Estes niveis
sugerem ainda, que ndo ocorrem interferéncias de antagonistas de receptores
histaminicos, embora o sistema e¢ o metabolismo fosfoinositideo estejam
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desempenhando suas complexas fungdes para o restabelecimento do figado
que fo1 parcialmente removido.

De qualquer manetra, KEMP & BEVINGTON (1992)
em importante artigo de revisdo comentam que muito da fisiologia ¢ da
fisiopatologia do metabolismo celular do fosfato e por conseguinte do fésforo,
ndo ¢ ainda compreendido. Com isto, os niveis no plasma de Pi se constituem
ainda em pardmetro dificil de ser interpretado, em face da aparente habilidade
das células em regular o Pi celular, na presenga de alteragGes no plasma, bem
como, quando as alteragdes dentro ou fora das células sdo a causa das
oscilagdes no plasma, porque as mudangas no Pi intracelular estdo na
dependéncia da espécie de mecantsmo que desencadeou a alterago.

Enquanto elementos como Ca, P, Mg apresentam-se em
quantidades bem acima dos limites de detec¢do de varios métodos, a
microandlise de silicio em amostras bioldgicas tem sido reportada como sendo
particularmente constituida de escassas metodologias (HOLDEN,;
LITTLEJOHN; FELL; 1992) e de dificil reprodutibilidade, especialmente em
fungdo da possibilidade de contaminaggo por silica e ac. polisilico, oriundos da
manipulagdo da amostra em materiais de vidro (CHAUSMER & WALLACH,
1990) e do contato com poeira do ar (McGAVACK; LESLIE; TANG KAO;
1962). Consequentemente, ndo pode ser descartada no presente trabalho a
possibilidade de ter ocomrido contaminagdo de alguma espécie, durante
obtengdo e preparo das amostras. Isto poderia justificar a maior variabilidade
encontrada em alguns grupos (Tabela 7) o que impediria a obtengfio do nivel
de significAncia preconizado para andlise estatistica, destarte os resultados
sugerirem um aumento na concentrago de silicio no soro (Fig. 10) que poderia
estar correlacionada com atividade e sintese da nova matriz extracelular
(MARTINEZ-HERNANDEZ, DELGADO; AMENTA; 1991), bem como no
aumento quantitativo mitocondrial verificado durante o transcurso do processo
da regeneracdo hepatica (MURRAY; STRECKER; SILZ; 1981).

Na realidade a interpreta¢do torna-se bastante complexa
uma vez que muitas variaveis (provavelmente algumas ainda desconhecidas)
podem interferir com a concentragdo do silicio no soro. Tanto isto é verdade
que realizamos o experimento totalmente casualizado com ratos machos nas
mesmas condigdes experimentais, uma vez que CHAUSMER & WALLACH
(1990) fazem referéncia a variabilidade provocada na concentragdo do soro
pelo sexo, idade, castragdo, adrenalectomia e tireoidectomia, numa relacdo
provavelmente com regulagio hormonal, dificil de explicar ¢ num campo
totalmente aberto a pesquisa.

Qutras varidveis como os efeitos de altas concentragdes de
sodio, potassio, calcio e magnésio sobre o sinal do silicio em amostras
biologicas, tem sido amplamente estudados em varias metodologias
(ROBERTS & WILLIAMS, 1990; HOLDEN; LITTLEJOHN; FELL; 1992)
demonstrando que a determina¢do de elementos classificados como refratarios,
tais como silicio, nfio sofre interferéncia, podendo inclusive ser incrementada
com vantagens se adicionado célcio e magnésio nos padrdes e amostras de
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solugdes. Além disso, a utihzacdo da Espectroscopia de Emissdo Atémica com
Plasma Induzido (ICP-AES) implica em submeter a amostra a temperaturas de
6.000 a 10.000 °K o que elimina a possibilidade de outras interferéncias que
sdo verificadas em outros métodos. Por exemplo, HUANG (1994) relata que
fosfatos de calcio podem se ligar ao silicio formando policompostos de
fosforosilicato que sdo preferencialmente estaveis em altas temperaturas como
1.400 °C e que ndo se dissociam completamente resultando numa supressdo do
sinal do silicio.

Segundo ADLER; ETZION; BERLYNE (1986) a forma
na qual silicio esta presente no plasma sanguineo ¢ preferencialmente Si(OH)4,
embora admita-se a possibilidade que ontros compostos tais como
aluminosilicatos possam estar presentes. Estes pesquisadores, utilizando
método de precipitagio de proteinas com acido tricloroacético demonstraram
que todo silicio presente no plasma ndo esta ligado a proteinas, com figado,
pulmdes ¢ rins apresentando rapido uptake quando injetado 'Si
intracardiacamente em ratos. Isto vem de encontro ao trabatho de MEHARD
& VOLCANI (1975) que também observaram a mais alta incorporago de
318t sendo promovida pelos rins e figado, numa relagfio direta entre os niveis de
silicio no sangue com a atividade renal. Desta maneira, os elevados niveis de
silicio no soro estio correlacionados com insuficiéncia ou disturbios renais que
dificultam a eficiente excre¢ido deste elemento através da urina (BERLYNE &
CARUSO, 1983).

ROBERTS &  WILLIAMS (1990), confirmam os
trabalhos anteriores demonstrando que o elemento silicio esta presente no soro
¢ na urina na forma solivel do acido silicico, com as concentragdes no soro
aumentadas até 20 vezes em pacientes com insuficiéncia renal crénica sob
hemodidlise. Nos pacientes ndo submetidos a hemodialise mas com
insuficiéncia renal cronica, as concentragdes de silicio no plasma aumentam
com o decréscimo da taxa de filtragdo glomerular. Além disso, estes
pesquisadores verificaram que as concentragSes de silicio na urina de pacientes
saudaveis suplantam as concentragdes no soro na proporgdo de 20 a 100 vezes.
Consequentemente, o aumento dos niveis de silicio no soro dos animais
tratados, sugere que durante a regeneragdo hepatica os antagonistas de
receptores histaminicos podem estar envolvidos com algum tipo ou quadro de
insuficiéncia renal, o que justificaria os niveis encontrados no soro ao tempo de
6 ¢ 24 h (Tabela 7) numa tendéncia a retornar a normalidade as 360 h num
esforgo fisiologico de manutengdo de niveis sanguineos mais baixos (Fig.10).
Além disso, sabendo-se que a terfenadina tem predominantemente a via de
climinagéo fecal (ndo devido a ma absor¢do mas a excregdo biliar), com a
eliminagdo sendo aproximadamente 10 vezes maior que a via urindria
(LEESON et alii, 1982), os rins podem ter sofrido sobrecarga suficiente para
provocar um grau de nefrotoxicidade em fungdo da hepatectomia parcial.
Sendo que no processo da regeneragdo hepdtica, a medida que o figado estaria
se recuperando, a terfenadina poderia ser mais eficientemente eliminada pela
via biliar deixando de sobrecarregar os rins. O fato da terfenadina ser
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rapidamente e extensivamente (>99%) metabolizada no figado em dois grandes
metabélitos (McTAVISH, GOA; FERRILL, 1990). um derivado de acido
carboxilico (metabolito I) o qual € produto da oxidagdo e tem
aproximadamente um terco da atividade antihistaminica in vifro da terfenadina
e um derivado piperidina-carbinol - a,x~diphenyl-4-piperidinylmethanol
(metabodlito II) o qual aparentemente ndo apresenta qualquer atividade
antihistaminica (Fig. 13), aliado ao fato da terfenadina praticamente ndo ser
recuperada na forma inalterada tanto nas fezes quanto na urina (GARTEIZ et
alii, 1982; LEESON et alii, 1982) reforga a 1déia da possibihidade de alteragéo
renal, compativel com elevagdo dos niveis de silicio no soro nos grupos de
tratamento terfenadina e terfenadina + cimetidina, em fung¢do da msuficiéncia
hepatica criada artifictalmente pela técnica da hepatectomia parcial (MATTOS
F°, 1976),

Embora a cimetidina seja ¢liminada primordialmente nos
rins na forma inalterada com pequenas quantidades recuperadas nas fezes,
verifica-se que em situagdo patologica de cirrose hepatica a excre¢do urinaria
pode cair até a 42% (GILMAN et alii, 1987).

Segundo ROCHA JR (1994) aproximadamente 70% da
cimetidina ¢ eliminada em condigdes normais pelos rins na forma inalterada. O
restante nas formas de sulféxido e S-hidroximetil-cimetidina, com apenas 10%
da eliminagdo total da droga sendo feito através das fezes e o restante por via
renal. Entretanto, este autor cita que a cimetidina apresenta uma grande
concentragdo na bile 1 a 2 horas apds administragio, o que vem de encontro a
informagdc de BROGDEN et alii (1978), que reportando-se ao trabalho de
SPENCE et alii (1977) demonstra que a concentragdo na bile 1 a 2 horas
depois de uma dose de 800 mg de cimetidina atinge 12,2 a 40,2 pg/ml com
concentra¢des correspondentes no sangue portal e sangue venoso de 3,5a 12,1
ng/ml e 2,0 a 7,7 pg/ml respectivamente. Estes dados corroboram a efetiva
participagdo do sistema porta na biodisponibilidade da cimetidina, que estaria
promovendo em funcio da hepatectomia parcial, uma saturagdo da capacidade
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Fig 13 Metabolismo da terfenadina (GARTEIZ et alii, 1982).

renal diminuindo a excre¢do urindria que poderia refletir no aumento dos
niveis de silicio para o grupo tratado com cimetidina.

Destarte estas discussdes serem relevantes, o relato que na
dieta norma! de humanos, 7 pug/ml de silicio sdo ingeridos diariamente
(MEHARD & VOLCANI, 1975), bem como a observa¢do de ADLER;
ETZION, BERLYNE (1986) que osso ¢ pele alteram os seus niveis de *Si de
acordo com mudangas nas concentragdes plasmaticas num rapido e eficiente
equilibrio, sugerem um continuo steady-state entre sangue e estes tecidos
demonstrando que os niveis de silicio na dieta e na agua "ad libitum" podem
definir a razéio deste estado de equilibrio, concorrendo inclusive na justificativa
para variabilidade - Spg/mi (CARLISLE, 1972), 0,5ug/ml (CHAUSMER &
WALLACH, 1990) - encontrada no sangue de¢ mamiferos, para os niveis
normais de silicio. Um exemplo bastante interessante ¢ a nefrite intersticial
cronica conhecida como Nefropatia dos Balcds e encontrada somente em
certas regides da antiga Tugoslavia, Bulgaria e Roménia que esta ligada com
uma forma de silicato soliivel encontrada na agua de beber daquela regido
(MARCOVIC & ARAMBASIC, 1971), o que confirma os dados de
ROBERTS & WILLIAMS (1990) que relatam o aumento de stlicio no soro
associado a insuficiéncia renal numa relagio direta da excre¢fio urinaria do
elemento dependente dos niveis na dieta.
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Entretanto, como os niveis de fosforo (Fig.8) e
especialmente de magnésio (Fig.9), ndo sofreram aumentos significantemente
diferentes dos grupos controles, isto também sugere que durante este
experimento os valores obtidos para os niveis de silicio podem ndo
corresponder a qualquer quadro de insuficiéncia ou alteragdo renal, o que
desta forma ampharia a abrangéncia e o significado dos dados obtidos,
demonstrando que silicio pode estar desempenhando um papel na
regeneragio hepatica que necessita ser melhor investigado.

GESTRING & SOLTANPOUR (1987) avaliando a
disponibilidade de boro em wvarios solos e tentando venficar niveis de
toxicidade para determinada espécie vegetal constataram que os niveis deste
elemento normalmente sdo reduzidos. Com isto, a dificuldade analitica também
¢ verificada na determinacdo de boro em amostras biologicas em fungdo das
baixas concentragdes encontradas em varios tectdos e fluidos biologicos, além
de que as amostras podem ser rapidamente contaminadas durante a
preparacdo, especialmente se acidos minerais sdo utilizados em combinagéo
com vidros de borosilicato (VANHOE et ali, 1993). Desta forma, ao
minimizar a manipulagdo das amostras, pré-tratando-as apenas através da
técnica da dilmigdo direta conforme Materiais e Métodos, diminuimos o risco
de contaminagdo ¢ optimizamos a qualidade da determinagdo. Além disso,
como precaugdo adicional, o sistema de introdugdo da amostra era
constantemente limpo por alguns minutos depois da medida de cada solugio
(escolhida de manetra randomizada), monitorando-se os niveis dos
brancos/padrdes. Segundo VANHOE et alii (1993) um tempo de lavagem de 2
min ¢ suficiente para reduzir a nivel acettavel os "efeitos de memoria" que
podem ocorrer com boro. Estes pesquisadores informaram ainda, que ndo
encontraram diferencas significativas entre agua, acido nitrico 0,14 M ¢ acido
nitrico 1,4 M utilizadas como solugdes de lavagem. Consequentemente, como
foi utilizada H20 como diluente no preparo das amostras de soro, ela também
foi empregada como solugdo de lavagem. Esta precaugdo tomada para limpeza
do "efeito de memoéria” (cf. VANHOE et alii, 1993), significa que depois da
medida de uma amostra contendo boro, pode ocorrer a manutengdo do sinal
deste elemento, 0 que pode levar a um erro sistematico para a proxima
amostra, que desta maneira através da lavagem, da randomizagdo da ordem de
analise das amostras ¢ monitorizag¢éo dos brancos/padrdes foi evitada.

A determinagdio de varios elementos quimicos
simultancamente também ¢é optimizada, em fungdo das caracteristicas
peculiares ao sistema ICP-AES que elimina uma série de outras interferéncias
pela leitura em comprimentos de onda especificos selecionados
adequadamente. Por exemplo, os comprimentos de onda caracteristicos do B
sdo 2088, 2089, 2496 e 2497 A com razdo de intensidade do analito para
radiagdo de fundo (/n /Ib) respectivamente de 25, 30, 53 e 63 (TAMAT,
MOORE; ALLEN; 1987). Assim, a linha de emissdao do boro 2496 A foi
escolhida para analise, preferencialmente que a linha 2497 A, na base da
menor possibilidade de interferéncia do ferro ¢ do fosforo, conforme TAMAT;
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MOORE; ALLEN (1987) e porque existem outros elementos os quais tem
linhas de emissdo proximas a do B T 2497 A como tantalo, germénio e
tungsténio, segundo KUMAMARU et alii (1986).

Desta maneira, os resultados obtidos sugerem que B ou
alguma molécula que apresente boro em sua composi¢do, pode estar envolvida
no processo da regeneragdo hepatica, uma vez que 6 h apds a hepatectomia
parcial, em um periodo de tempo que antecede o pico de attvidade mitética
(FAUSTO & MEAD, 1989), a média dos niveis nos soros controle, foi
significantemente maior (p < 0,05), decaindo para niveis mais baixos a medida
que se processa a restauragdo do figado, completado ao tempo de 360 h
(Tabela 8) e com isto aproximando-se dos valores normais encontrados por
TEMPLETON; PAUDYN; BAINES (1989).

Como existem uma série de compostos de boro que
apresentam natural afinidade por tecidos em rapido crescimento, especialmente
tumores  malignos, tais como 4-(dihydroxyboryl)phenilalanine,
mercaptoundecahydro-closo-dodecaborate dianion (SHELLY et alii, 1992)
existe a possibilidade de que a incorporagfio possa ser carreada através de
diferentes formas de moléculas de boro que na avaliagio do ICP-AES ¢
optimizada para a determinagdo apenas do e¢lemento. Além disso, SHELLY et
alit (1992) cita outros autores que demonstraram que determinados
fosfolipideos podem funcionar como eficientes moléculas carreadoras
preferencialmente para células neoplasicas, o que levanta a suspeita que o
sistema fosfoinositideo também pode estar envolvido na atividade acentuada
de  crescimento, frabalhando  paralelamente ou  provavelmente
interdisciplinarmente aos niveis de boro. Isto é reforgado pelo encontro que o
antagonista de receptor Hi, isoladamente ou associado foi capaz de impedir o
aumento de boro 6 h apos a hepatectomia parcial no soro dos animais tratados
(Fig. 11) enquanto a cimetidina embora tenha promovido um decréscimo na
concentragdo de boro no soroc 6 h apdés a hepatectomia parcial ndo foi
estatisticamente diferente do grupo controle.

A discussdo fica mais interessante no momento que
associamos os resultados encontrados por KOZLOWSKI JR. & MATTOS F°
(1995) que reportaram um aumento significativo da enzima transportadora y-
glutamiltransferase no soro de animais tratados com terfenadina e terfenadina +
cimetidina, 360 h da regeneragdo hepatica, exatamente ao mesmo tempo onde
foi constatado aumento significante estatisticamente (p < 0,05) de boro no
grupo de animais tratado com terfenadina + cimetidina vs grupo controle
(Fig.11). Este aumento da concentragdo de boro no grupo de animais
submetido a terfenadina + cimetidina, acompanhado pelos resultados dos
grupos tratados separadamente, uma vez que as médias dos niveis de boro nfo
foram estatisticamente diferentes no tempo de 360 h entre estes grupos, sugere
a possibilidade de intricado ¢ complexo mecanismo de regulagdo envolvendo
histamina (através de incorporagdo celular ¢/ou via ativagdo de receptor), boro
(provavelmente através de algum complexo BnHy), receptores histaminicos
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(especialmente receptor H1) e sistema de transporte na membrana (por
exemplo, y-glutamiltransferase).

Como GESPACH; MARREC; BALITRAND (1985)
demonstraram que *H-histamina em contato com células leucémicas é
"capturado” via processo irreversivel, ndo podendo ser removido, mesmo
depois de prolongada lavagem, num sistema dependente de concentragio,
tempo, temperatura e consumo de energia, com agonistas e antagonistas
interagindo com o sistema de transporte da histamina sem alterar a viabilidade
celular, duas grandes questSes sdo levantadas neste iteressante trabalho: 1.
Por que existe um sistema de transporte com alta capacidade ¢ especificidade
para histamina em granulocitos imaturos? e 2. Por que estas células realizam
este processo de incorporagdo inclusive num sistema complexo envolvendo
transporte ativo?

As observagdes de TASAKA & NAKAYA (1987)
confirmam os resultados obtidos anteriormente pelo grupo de pesquisadores
franceses demonstrando a existéncia de um sistema de transporte especifico
que inclui sintese de proteina, uma vez que estes autores encontraram efeito
inibitério com cicloheximide e actinomicina D, na incorporagdo especifica de
‘H-histamina. Além disso, a descoberta de outra via metabdlica histaminica,
sendo mediada através da y-glutamilagdo da histamina, mediada por enzimas
transportadoras de membrana como a transglutaminase e y-glutamiltransferase,
em assunto revisto por KOZLOWSKI JR (1991), através da produgdo de y-
glutamilhistamina (FESUS et alii, 1985) que pode ser incorporada para dentro
das células, aumentam as indagagdes sobre o papel da histamina em tecidos em
rapido crescimento, fato amplamente estudado por diversos pesquisadores
(TAGUCHI et alit, 1982; NOLTE; STAHL SKOV; LOFT 1987), inclusive
sob o ponto de wvista de fosforilagdo de proteinas (TASAKA; NAKAYA;
NONAKA 1990).

Como proteina-quinases através de rea¢Bes de
fosforilagdo, podem modificar a atividade da y-glutamiltransferase
(KOLESNICHENKO & CHERNOYV, 1986), estando envolvidos, entre outras
situagdes com alteragSes neoplasicas (COUTURIER; BAZGAR; CASTAGNA
1984) ¢ figado em regeneragdic (OKAMOTO et alit, 1988), onde foi
constatado elevagdo no soro dos niveis de B 6 h apds hepatectomia parcial
(Fig.11), as observagdes referentes a existéncia de receptores intracelulares
para histamina denominados [Hic], confirmam que a histamina pode
desempenhar fungdes através da sua incorporagéio ou uptake na intimidade das
células, suportando a hipétese que histamina atuando intracelularmente pode
regular a regeneracdo hepatica, possivelmente pela promogido de sintese de
DNA e transcrigdo do RNA (BRANDES et ahi, 1992), numa relagdo com B
uma vez que antagonistas de receptores histaminicos, especialmente H1, foram
capazes de suprimir o aumento deste elemento no soro dos animais tratados 6
h apds hepatectomia parcial em comparagdo com animais do grupo controle
(Fig.11).
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Paralelamente, muitos estudos sobre o elemento estréncio
citados por WALLACH & CHAUSMER (1990) tem demonstrado que os
seus nivels sdo mais altos em animais que no homem, tendendo a aumentar
com a tdade, de tal maneira que os niveis em organismos adultos sdo mais altos
que em fetos e criangas. Estes pesquisadores explicam que embora os sistemas
gastrointestinal e renal discriminem Sr em favor da retengdo de calcio, taxas
mais altas de Sr/Ca na dieta de animais em relagdo a humana, se constituem
provavelmente, na explicagio para os niveis mais altos de estroncio
especialmente no tecido dsseo, numa relagdo do aumento dos niveis com a
idade em fungdo da exposigdo ambiental ao Sr no solo e/ou agua,
especialmente em dreas onde a presenca de Sr tende a ser mais alta. Isto
poderia explicar parcialmente os resultados mais expressivos obtidos nos
grupos controles em relagdo as observagdes efetuadas por LEBLONDEL;
MAURAS; ALLAIN (1986) e TEMPLETON; PAUDYN; BAINES (1989),
uma vez que os controles sendo também animais hepatectomizados também
poderiam estar refletindo um decréscimo na concentragdo no soro de Sr
(Tabela 9) em fungdio do processo de regeneragdo hepética apos hepatectomia
parcial, embora isto provavelmente ndo esteja ocorrendo em fungfo dos
valores obtidos néo terem sido significantemente diferentes quando submetidos
a analise estatistica.

Diversos trabalhos (ANTTILA &  ANJA, 1987)
realizados em diferentes regides do planeta (SHIRAISHI et alu, 1987)
confirmam que Sr normalmente estd presente em amostras bioldgicas em
baixas concentragdes (WOHLGEMUTH; STANEK; PENAZ; 1987). Embora
os niveis sejam dependentes daqueles presentes na dieta/agua (GRAVINA;
CABRINI; CARRANZA JR; 1970), a possibilidade de serem modificados
pela taxa Sr/Ca e a versatilidade do cation na substituigdio do Ca, aliado ao
fato que Sr tem sua localizagdo essencialmente extracelular (LEBLONDEL,;
MAURAS; ALLAIN, 1986), sugere que Sr pode desempenhar algum papel
nos intricados mecanismos bio/fisiolégicos (RAEBURN & RODGER, 1987).
Embora no presente trabalho ndo se tenha verificado alteragses
estatisticamente diferentes para os grupos e sub-grupos controles ¢ submetidos
a tratamento com terfenadina, cimetidina ou ambos (Fig. 12).

A bem da verdade, os resultados obtidos sugerem que
receptores histaminicos e por consequéncia a histamina, desempenham
importantes fungdes no figado em regeneragdo apos hepatectomia parcial,
estando correlacionados com metabolismo de calcio, presenga no soro de
silicio, e especialmente, de boro através de mecanismos que necessitam ser
estudados em maior profundidade e extensio. Com isto, a determinagéo
simuitidnea de multiplos elementos em uma inica amostra bioldgica, representa
um importante avango, na pesquisa e diagnostico bio-médico, especialmente
no que tange ao comportamento de elementos tragos.

O crescimento da lista de elementos de interesse
biologico fazem da andlise de multielementos uma questio de necessidade
muito mais que de conveniéncia. Por que frequentemente, a analise deve ser
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processada em quantidades reduzidas e instidveis de amostras, bem como
requerida a comparar concentragdes de substancias ou moléculas
potencialmente interferentes, que sfo eliminadas com a atomizagio e ionizagdo
dos elementos, embora estudos estejam ainda por definir parmetros
adequados na interpretagiioc dos dados obtidos em fungfio da variabilidade
bioldgica, clinica e patologica para todos os analitos de interesse.
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8. CONCLUSOES

Em fungdo das condi¢Bes experimentais utilizadas e
dos resultados obtidos, foi-nos permitido concluir que:

7.1 As concentragdes de Ca, P, Mg e Sr no soro de
ratos parcialmente hepatectomizados, niio foram significantemente
diferentes nos periodos de 6, 24 ¢ 360 h ap6s a cirurgia.

7.2 A média das concentragdes de B no soro de
ratos parcialmente hepatectomizados foi significantemente mais elevada
as 6 h apos hepatectomia parcial.

7.3 Os niveis de Si sugerem existir um aumento na
concentracdo deste elemento no soro durante a regeneragdo hepatica.

7.4 Terfenadina, Cimetidina e Terfenadina +
Cimetidina nfo alteraram os niveis de P, Mg e Sr no soro de ratos, nos
periodos de 6, 24 e 360 h apds hepatectomia parcial.

7.5 Terfenadina, Cimetidina e Terfenadina +
Cimetidina promoveram um maior furnover de Ca no soro de ratos
parcialmente hepatectomizados.

7.6 Terfenadina e Terfenadina + Cimetidina inibem
o aumento da concentragdo de B verificado as 6 h no soro de ratos
parcialmente hepatectomizados.

7.7 Terfenadina, Cimetidina ¢ Terfenadina +
Cimetidina parecem impedir o aumento de silicio no soro de ratos
parcialmente hepatectomizados.

7.8 Terfenadina + Cimetidina induziram o aumento
da concentracfo de B no soro de ratos, 360 h ap6s hepatectomia parcial.
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APENDICE 2

Niveis de Ca, P, Mg, Si, B e Sr (j1.g/ml) nos padrdes analiticos

67

Ca P Mg Si B Sr
10,07 10,13 10,14 10,09 1,009 9,970
9,514 10,12 9,221 9,876 0,951 9,751
9,687 9,943 9,633 9,574 0,933 9,466
9,774 10,24 9,792 9,906 0,983 10,05
9,559 9,993 9,435 10,17 0,950 9,848
9,696 10,63 9,636 10,07 0,966 10,10
10,00 9,990 9,935 9,549 0,996 9,550
10,24 10,06 9,769 9,892 0,977 9,956
10,44 10,33 9,905 9,724 0,993 10,03
10,18 9,975 10,07 9,784 1,031 9,958
10,79 9,530 10,31 10,10 1,058 9,650
10,74 9,924 10,30 9,439 1,030 9,775
10,13 9,803 10,10 10,13 1,022 9,910
10,25 9,736 9,916 10,33 1,000 9,872
10,42 10,02 9,918 9,959 1,001 10,07
10,38 9,917 9,891 9,934 0,992 9,689
10,37 10,26 10,39 9,663 1,033 9,981
10,25 10,39 10,28 9,646 0,997 9,973
10,35 9,973 10,32 10,04 1,030 9,999
10,18 10,02 9,537 9,981 0,905 9,944
10,67 9,607 10,48 9,969 1,025 9,894
10,13 9,709 10,15 9,470 0,961 9,905
10,55 10,05 9,923 9,384 0,935 10,08
10,30 9,931 10,20 1,029 10,01
10,14 9,861 10,11 1,016 10,02
10,42 9,419 10,34 1,056 9,742
10,08 9,468 10,11 1,033 9,692
10,29 10,11 1,019
9,974 9,957 0,999




APENDICE 3
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Niveis de Ca, P, Mg, Si, B e Sr (ug/ml) no soro de ratos do grupo controle

6 h ap6s hepatectomia parcial

Amostra Ca P Mg Si B Sr
57 C1 81,16 145,0 21,19 3,072 0,736 0,238§
77 C1 78,82 3227 37,10 f 0,502 0,168§
67 Cl1 68,41 187,6 29,44 6,488 0,827 0,168%
72 C1 88,40 102,1 30,92 3,041 0,915 0,171§
62 Cl 90,63 230,8 22,48 2,860 0,611 0,143§
87 ClI 66,23 144,3 27,99 3,069 0,040£ 0,286§
82 Cl 74,16 2563 31,43 14,08 1,013 0,218§

f indica leitura nfo discriminada daquela da radiagdo de fundo
£ abaixo do limite quantificavel (0,020 pg/ml)

§ abaixo do limite quantificavel (0,100 pg/ml)
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APENDICE 4

Niveis de Ca, P, Mg, Si, B e Sr (ug/ml) no soro de ratos do grupo
terfenadina 6h apds hepatectomia parcial

Amostra Ca | Mg Si B Sr

63 Al 66,91 248 3 34,79 5091  0322£  0,153§
68 Al 78,27 1271 20,53 2,938 0,527  0,240§
73 Al 82,43 116,3 28.23 10,14  0,184£  0,1838
78 Al 86,92 265,7 55,75 2,523 0,485 02618
83 Al 71,23 174,0 22,26 12,54  0,062£  0,135§
88 Al 86,97 137,6 34.69 1024 0,146  0,2238

£ abaixo do limite quantificavel (0,020 pg/ml)

§ abaixo do limite quantificavel (0,100 pg/ml)
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Niveis de Ca, P, Mg, Si, B e Sr (ng/ml) no soro de ratos do grupo
cimetidina 6 h apés hepatectomia parcial

Amostra Ca P Mg Si B Sr
59 Bl 81,81 114,6 26,62 2,634 0,205£ 0,208§
64 Bl 67,26 299,1 25,51 4,201 0,764 0,244§
69 Bl 70,99 110,1 27,72 15,19 0,307¢£  0,162§
74 Bi 75,80 84,65 27,32 f 0,266£  0,254§
79B1 67,89 3333 35,11 11,75 0,527 0,154§
84 Bl 90,30 2453 34,53 0,582 0,572 0,191§
89 Bl 89.02 162,6 34,28 33,40 0,485 0,206§

f indica leitura ndo discriminada daquela da radiagéo de fundo

£ abaixo do limite quantificavel (0,020 pg/ml)

§ abaixo do limite quantificavel (0,100 pg/ml)



APENDICE 6
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Niveis de Ca, P, Mg, Si, B e Sr (ug/ml) no soro de ratos do grupo

terfenadina + cimetidina 6 h apés hepatectomia parcial

Amostra Ca P Mg Si B Sr

90 ABI 67,80 2485 24,42 22,43 0,495 0,198§
80 AB1 69,49 2414 26,62 8,920 0,144£  0,170§
70 AB1 89,20 155,6 32,57 f 0,338¢  0,249§
75 AB1 83,56 270,8 37,48 f 0,332£  0,200§
65 ABI 84,23 206,6 34,91 f 0,511 0,180§
60 AB1 72,19 113,1 23,94 2,484 0,244£  0,1488§
85 ABI 66,85 163,2 29,40 12,37 0,776  0,137§

f indica leitura nfo discriminada daquela da radiag8o de fundo
£ abaixo do limite quantificavel (0,020 pg/ml)

§ abaixo do hmite quantificavel (0,100 ug/ml)
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Niveis de Ca, P, Mg, Si, B e Sr (ug/ml) no soro de ratos de grupo controle

24 h apés hepatectomia parcial

Amostra Ca P Mg Si B Sr
5C2 78,37 260.,6 41,98 f 0,511 0,200§
10 C2 77,19 2379 42,84 f f 0,176§
15 C2 67,27 1733 33,73 15,88 0,049£  0,176§
19 C2 46,17 232,2 20,91 12,21 0,149£  0,103§
24 C2 89,25 167,1 32,80 4,691 0,484 0,233§
29C2 62,53 123,0 20,82 f 0,125£  0,124§

f indica leitura ndo discriminada daquela da radiacfo de fundo

£ abaixo do limite quantificavel (0,020 pg/ml)

§ abaixo do limite quantificavel (0,100 pg/ml)
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Niveis de Ca, P, Mg, Si, B e Sr (ug/ml) no soro de ratos do grupo
terfenadina 24 h apés hepatectomia parcial

Amostra Ca P Mg Si B Sr
1 A2 58,99 236,5 26,80 f 0,325% 0,165§
6 A2 60,65 278.,2 30,10 10,32 0,095¢ 0,176§
11 A2 93,73 167,1 44 47 f 0,240£ 0,228§
16 A2 16,37 33,44 10,04 5,604 0,177£ 0,073§
20 A2 61,48 2253 33,15 f 0,261£ 0,191§
25 A2 63,56 149,3 16,04 33,27 0,015£ 0,120§

f indica leitura ndo discriminada daquela da radiagdo de fundo
£ abaixo do limite quantificavel (0,020 pg/mi)

§ abaixo do limite quantificavel (0,100 pg/ml)
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Niveis de Ca, P, Mg, Si, B e Sr (ug/ml) no soro de ratos do grupo
cimetidina 24 h apés hepatectomia parcial

Amostra Ca P Mg Si B Sr
2B2 55,93 273,0 27,44 22,50 f 0,1158§
7 B2 91,19 288,2 34,57 3,826 0,175£ 0,248§
12 B2 82,34 170,5 37,01 2,866 0,024£ 0,196§
17 B2 69,28 103,3 24,31 24,58 0,028£  0,215§
21 B2 62,75 164,4 21,34 0,906§ 0,764 0,166§
26 B2 79,56 126,0 28,97 7,034 0,217£ 0,197§
31 B2 64,83 86,83 17,07 4,586 0,195£  0,128§

f indica leitura néo discriminada daquela da radiagdo de fundo

£ abaixo do limite quantificavel (0,020 pg/ml)

§ abaixo do limite quantificavel (0,100 pg/ml)
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Niveis de Ca, P, Mg, Si, B e Sr (ug/ml) no soro de ratos do grupo

terfenadina + cimetidina 24 h apés hepatectomia parcial

Amostra Ca P Mg Si B Sr
27AB2 77,76 1313 23,17 4,708 0,040£ f

18 AB2 74,48 2714 32,79 4,559 0,319£  0,208§
22 AB2 62,62 191,8 30,90 f 0,196£  0,224§
13 AB2 8343 151,7 34,84 f 0,284£  0,208§
32 AB2 52,76 1082 14,62 2,523 0,096£  0,158§

3 AB2 65,91 234.6 31,96 26,30 0,073£  0,197§

f indica leitura ndo discriminada daquela da radiagdo de fundo
£ abaixo do limite quantificavel (0,020 pg/ml)

§ abaixo do limite quantificivel (0,100 pg/ml)
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Niveis de Ca, P, Mg, Si, B e Sr (ug/ml) no sore de ratos do grupo controle

360 h apés hepatectomia parcial

Amostra Ca P Mg Si B Sr
39 C3 62,14 173.1 19,81 4,966 0,199£ 0,106§
42 C3 78,23 159.8 3926 13,82 0,269¢ 0,2088
50C3 88,59 204,0 29,30 24,43 0,167£ 0,164§
54 C3 65,22 219.0 25,58 11,83 0,024& 0,163§

£ abaixo do limite quantificavel (0,020 pg/ml)

§ abaixo do limite quantificavel (0,100 pg/ml)
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APENDICE 12

Niveis de Ca, P, Mg, Si, B e Sr (ug/ml) no soro de ratos do grupo
terfenadina 360 h apds hepatectomia parcial

Amostra __ Ca P Mg Si B Sr

34 A3 84,44 270,7 46,81 f 0,315£ 0,190§
43 A3 100,0 126,5 24,39 12,98 0,314£ 0,218§
47 A3 83,19 288,3 33,45 6,684 0,115£ 0,202§
51 A3 1076 59,70 24,46 4,982 0,845 0,182§
55 A3 64,98 217.9 24,27 2,571 0,124£ 0,156§

f indica leitura ndo discriminada daquela da radiag8o de fundo
£ abaixo do limite quantificivel (0,020 pg/ml)

§ abaixo do limite quantificavel (0,100 pg/ml)
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Niveis de Ca, P, Mg, Si, B e Sr (ug/ml) no soro de ratos do grupe
cimetidina 360 h apés hepatectomia parcial

Amostra Ca P Mg Si B Sr
36 B3 83,20 2442 42,43 f 0,205£  0,186§
40 B3 97,14 158,6 3542 8,292 0,716 0,288§
44 B3 88,09 127,5 28,08 7,077 0,172¢£  0,238§
48 B3 80,69 2475 31,55 f 0,278¢£  0,308§
52 B3 87,24 1944 34,52 9,640 0,291£  0,190§
56 B3 99,98 163,1 29,65 2,948 0,228£  0,245§

f indica leitura ndo discriminada daquela da radiagéo de fundo

£ abaixo do limite quantificavel (0,020 ug/ml)

§ abaixo do limite quantificavel (0,100 pg/ml)
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Niveis de Ca, P, Mg, Si, B e Sr (ng/ml) no soro de ratos do grupo

terfenadina + cimetidina 360 h apés hepatectomia parcial

Amostra Ca P Mg Si B Sr
37 AB3 98,89 194,9 38,03 9,762 0,686 0,256§
45 AB3 86,24 243.2 29,11 10,40 0,772 0,123§
35 AB3 65,39 264.,5 43,02 f 1,577 0,162§
41 AB3 119,1 181,2 33,59 f 1,150 0,287§
53 AB3 77,59 210,6 30,37 7,818 0,268£  0,146§
49 AB3 56,19 204,7 20,24 2,527 0,499 0,256§

f indica leitura ndio discriminada daquela da radiagfio de fundo
£ abaixo do limite quantificavel (0,020 pg/mi)

§ abaixo do limite quantificavel (0,100 pg/mi)
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10. SUMMARY

Adult male albino rats (Wistar strain) were used to
investigate the effects of selective antagonist of only peripheral
histamine Hi-receptors, Terfenadine and histamine H2-receptors
antagonist, Cimetidine on the serum concentrations of elements Ca, P,
Mg, Si, B and Sr, by Inductively Coupled Plasma Atomic Emission
Spectrometry (ICP-AES) during liver regeneration after partial
hepatectomy. Seventy-three animals were randomly divided into three
groups and were sacrificed respectively 6, 24 and 360 h postoperatively.
Each group was divided into four sub-groups that received doses of
Terfenadine (2mg/kg/day), Cimetidine (20mg/kg/day), Terfenadine
(2mg/kg/day) + Cimetidine (20mg/kg/day) and NaCl 0,9% (Control),
intraperitoneally during the experimentation. The results obtained
suggested that P, Mg and Sr levels not modified in rat serum during
liver regeneration, with Ca levels' exhibiting a significant furnover in
the treated groups and Si, specially, Boron showing important changes.
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