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RESUMO

Neste trabalho, o transporte e o metabolismo do octanoato no
figado de rato foram investigados, utilizando basicamente a
técnica da diluic3o de indicadores miltiplos no figado em perfu-
830 isolada. O figado fol perfundido isoladamente com meio livre
de hemoglobina (tamp3o Krebs/Henseleit-bicarbonato), oxigenado
até A saturac¥o com uma atmosfera de 95% de Oz, aquecido a 37°C e
suplementado com albumina e octanoato em concentracdes varisveis.
Os experimentos de diluic3o de indicadores coneistiam na inJjecBo
simulténea de uma mistura contendo [1-14CJoctanoato, [2131]]albu-
mina (indicador para o espaco extracelular) e [3Hlégua (indicador
para o espaco aquoso total) sob condicdes de estado estaciondrio
previamente estabelecidas. O perfusado efluente foi fracionado e
as curvas normalizadas, que refletem os eventos aos quais cada
substlncia fol submetida no figado, foram interpretadas.

A interpretac8io baseou-se nos parlmetros obtidos ajustando
equacOes matemdticas que descrevem vArios mecanismos. As equacdes
foram derivadas com base num modelo espaco-distribuido, com
tempos de trAnsito sinusoidais varidveis. Os parBmetros obtidos
dos ajustes foram constantes de velocidade ou raz®es de constan-
tes de velocidade para os fluxos entre estoques (compartimentos).
A partir dessas constantes e da concentracB80 extracelular foram
calculadas velocidades de fluxos entre estoques e concentracdes.

Os resultados obtidos indicam que, para o octanoato, hA trés
estogues cineticamente relevantes no figado: (1) o estoque
extracelular, que coincide com o espaco ocupado pela albumina;
(2) um estoque celular que inclui a membrana plasmdtica e suas
adjacéncias; (3) um outro estoque celular que inclui pelo menos o
citossol e as mitocdbndrias, onde ocorre a metabolizac8o.

0 acesso do octanoato & membrana plasmatica e suas
adjacéncias, o primeiro estoque celular, é extremamente rédpido e
limitado pelo fluxo, sendo que a velocidade de acesso n3o pode
ser determinada. A concentracdo de octanoato na membrana plasmA-
tica depende da concentrag3o livre (octanoato n8o 1ligado A
albumina) no espaco extracelular. A relacBo entre a concentrac8o
de octanoato na membrana e a concentracdo livre no espago ex-
tracelular é parabdlica. O acesso rdpldo &4 membrana plasmatica
esgtd de acordo com dados fisico-quimicos acerca da velocidade com
que o octanoato passa da albumina para membranas artificiais.

A passagem do octanoato do primeiro (membrana plasmatica)
para o segundo estoque celular (citossol mais mitoctHdndrias) é
lenta, sendo que a veloclidade de transferéncia correlaciona com a
concentragcdo na membrana plaemdtica. A relagBo apresenta um
fenbmeno de saturacio ou de pseudo-saturac8oc. A metabolizac8o
correlaciona com a concentracdo no segundo estoque celular, mas a
dispersdo dos dados n&o permite distinguir com exatidBo o tipo de
relacd3o. A concentrac8o do octanoato no estoque que compreende o
citossol mals as mitocébndrias é alta, bem malor do que a do
palmitato em condicdes comparidvelis. Isto explica a malor
velocidade de metabolizacdo do octanoato em termos absolutos. Por
unidade de concentracdo, no entanto, a velocidade de metaboliza-
c3o do octanoato é menor que a do palmitato.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aspectos gerals da funcdo hepatica com relac#o

aos acidos graxos

A passagem de diferentes substéncias através da membrana
plasmdtica dos hepatdcitos tem sido objeto de muitos estudos nos
altimos 20 anos, Ja que o figado tem importante papel na remocdo
dos mals diversos compostos da circulacdo sanguinea. ~Para
desempenhar esta funcd3o, a superficie dos hepaté6citos é€ provida
de varios carreadores especificos, principalmente na regifo
sinusoidal, que é a superficie em contato direto com o sangue
portal. Mais de 70% da superficie dos hepat6écitos estd em contato
com essa regido (Tiribelli et al., 1990). Muita atenc8o tem sido
dada A& regulacBo e aos mecanismos dos sistemas de transporte o
que, com frequéncia, leva a um aprofundamento nos aspectos
fisico-quimicos.

Entre o grande nuimero de subst8ncias captadas pelo figado
destacam-se os dcidos graxos. Estes compostos, que 830
importantes fontes de energia (catabolismo) e precursores em
processos biossintéticos (anabolismo), sBo absorvidos no trato
digestivo ou 1liberados pelo tecido adiposo e, na corrente
sanguinea, 880 transportados pela soroalbumina (Spector, 1975).
Qualquer que seja o destino do Acido graxo na célula, a primeira
reac8o é sempre a formacBo de um tioéster com a coenzima A
(acil-CoA), reacdo esta que, nas condicdes celulares, é
praticamente irreversivel, a ponto de Goresky et al. (1978) terem
utilizado o termo "sequestrac30" para esta etapa. Para servirem
de fontes de energia os acil-CoA s30 oxidados a acetil-CoA e
depoie a COz no ciclo dos acidos tricarboxilicos. Tudo 1isto

supre a cadein respiratéria de equivalentes redutores que fluem
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em direc#o a0 oxigénio com a correspondente fosforilacdo do ADP.
0 acetil-CoA, além disto, pode tanto ser transformado em corpos
cetdnicos, que migram para outros tecidos, como também ser
utilizado para a sintese de novos &cidos graxos ou colesterol.
OQutros processos de biossintese independem de uma degradac®o dos
acil-CoA em acetil-CoA. Sempre had a possibilidade de ocorrer
sintese de triacilgliceréis e fosfolipideos, precedida ou nfo de
processos de alongamento ou dessaturacdo da cadela carbdnica.

No meio extracelular o papel da albumina é importante. Ela é
a mais abundante das proteinas presentes no soro € no espaco
intersticial dos mamiferos. Sua concentrac3o situa-se entre 3 e 4
g por 100 ml (450 a 600 uM), dependendo da espécie. Ela liga uma
gama enorme de substéincias com uma combinac8o de alta afinidade e
especificidade. No figado, ela desfruta de acesso direto A
membrana plasmdtica de células parenquimatosas através de poros
presentes na parede sinusoidal. Além de funcionar como tampdo, a
albumina aumenta a solubilidade das substéncias no plaema,
previne a toxicidade nos tecidos e facilita o interclmbio de
substéncias entre os tecidos. Estas importantes tarefas e8o
desempenhadas pelos seus miltiplos sitios de 1ligac3o. Estes
sitios parecem ter flexibilidade a ponto de suas configuracdes
poderem adaptar-se aos Aclidos graxos no momento da ligac3do
(Spector, 1975).

No figado, as fenestrag¢des conectando o sinuséide com o
espaco de Disse permitem livre contato entre o complexo albumina-
dcido graxo e a superficie hepatocelular (ver Figura 1). As
células parecem n3o internalizar albumina com velocidade
significativa e por isto, a dissociac3o do complexo deve preceder
a permeacdo do Acido graxo ou de gualquer outra substéncia.

A albumina & uma das proteinas mals estudadas nas Ultimas

décadas. Embora tenha influéncia destacada na distribuic8o e
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remoc80 de drogas e metabdlitos, ainda permanecem muitas
incertezas sobre o seu papel no transporte, principalmente de

dcidos graxos.

1.2. Os sistemas enzimdticos responsiveis pela

sequestractio dos adcidos graxos

Como J& foi dito, a transformacBo dos Acldos graxos em
tioésteres da coenzima A (acil-coenzima A) é sempre a primeira
etapa na metabolizac8o. Esta etapa é catalisada pelas acil-
coenzima A sintetases, das quais existem diversos tipos,
localizadas também em compartimentoe celulares diferentes. Estas
enzimas tém sido costumeiramente agrupadas de acordo com suas
preferéncias para os Acidos graxos de diferentes comprimentos de
cadeia. H4, primeiramente, a acil-CoA sintetase para cadelas
curtas (E. C. 6.2.1.1) que ativa Acidos graxos de 2 e 3 carbonos
e que estd presente nas mitocdndrias e no citossol. Para os
scidos graxos de 4 a 10 carbonos hid a acil-CoA sintetase para
cadelas médias (E. C. 6.2.1.2) que estd presente na matriz
mitocondrial. E, finalmente, hd a acil-CoA sintetase para cadeias
longas (E. C. 6.2.1.3), que ativa Acidos graxos com mals de 12
carbonos e que estd associada & membrana externa das
mitocéndrias, ao reticulo endoplasmdtico e aos peroxissomos
(Marinetti, 1970; Sugden e Williamson, 1982; Schulz, 1991).
Acidos graxos de cadeia curta e média (2 a 10 carbonos) podem
permear a membrana mitocondrial na forma livre sendo
transformados em ésteres acil-CoA na matriz mitocondrial (Aas,
1971). A paesesagem destes acidos graxos através da membrana
mitocondrial n8o requer, portanto, um mecanismo de transporte
dependente de carnitina (McGarry et al., 1875).

Embora haja um consenso geral sobre a existéncia dos trés
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tipos de acil-CoA sintetases mencionados no parédgrafo anterior,
ndo héA muita concordéncia sobre o exato papel de cada tipo e
sobretudo sobre as reais atividades e afinidades para cada &cido
graxo nas condicBes celulares. E muito dificil mesmo imitar o
microambiente celular dos Acidos graxos. Para substéncias t&o
pouco soluvelis em dgua, no entanto, este microambiente deve ser
muito importante. Noy e Zakim (1985) mediram Vmex € Km da acil-
CoA sintetase microssomal (para adcidos graxos de cadeia 1longa)
para diversos Acidos graxos num sistema no qual estes compostos
estavam presentes como complexos em vesiculas unilamelares de
fosfatidil-colina. Os autores julgam que esta é a situagdo no
interior da célula, o que pode ser uma boa aproximacd3o. Neste
sistema, a velocidade méxima para o octanoato (Voet) & dez vezes
menor que a velocidade médxima para o palmitato (Vp=a1), 1isto é,
Voet/Vpa1 = 0,1. Em contrapartida o Km aparente do octanoato ¢é
cerca de seis vezes menor que o do palmitato. Em condicgdes
saturantes, portanto, a acil-CoA sintetase para cadeilas 1longas,
dos microssomos, ird transformar palmitato dez vezes mais
rapidamente do que o octanoato. Se as condi¢c®es ndo forem
saturantes esta relacdo pode ser diferente. No entanto, Acidos
graxos endbégenos de cadela longa rodem competir muito
efetivamente com o octanoato adicionado exogenamente (Noy e
Zakim, 1985).

As atividades medidas por outros autores devem ser encaradas
com muitas reservas, polis as condicdes do sistema de incubacgBo
podem ter grande influéncia. Por exemplo, se as concentracdes de
Acidos graxos e albumina forem fixas, os Acidos graxos que ligam
mais fortemente A albumina estardo menos disponiveis e a
atividade medida em relac3o a eles pode ser menor por causa
disto. Os dados de Aas (1971), no entanto, merecem ser citados

por serem mais completos. No sistema de incubac3o deste autor os
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dcidos graxoe foram adicionados em concentrac®es saturantes (1,0
mM ou acima) juntamente com albumina e Triton X-100. De acordo
com Aas (1971) a raz3o Voet/Vpay para a acil-CoA sintetase
microssomal estd em torno de 0,42, valor maior do que agquele
medido por Noy e Zakim (1985), mas de qualquer forma indicando
menor atividade com o octanocato em comparagcdo com o palmitato.
Para as atividades acil-CoA sintetases da membrana externa das
mitocdHndriss e da membrana interna das mitocdndriss, as raz8es
Voct/Vpa1 encontradas por Aas (1971) foram, respectivamente, 0,31
e 0,2. Para a atividade acil-CoA sintetase da matriz
mitocondrial, finalmente, a raz3o Voet/Vpai >> 1, sendo despre-
zivel a atividade dessa enzima com palmitato. Portanto, apenas a
acil-CoA sintetase da matriz mitocondrial apresenta uma atividade
maior com octanocato em comparac3o com o palmitato.

Com relagd3oc aos peroxissomos, tem sido observado que, no
figado de rato, estas organelas apresentam atividades de
palmitoil-CoA sintetase e de lauroill-CoA sintetase, havendo pouca
atividade de octanoil-CoA sintetase (Krisans et al., 1980). A B-
oxidac3o do sistema peroxissomal difere do sistema mitocondrial
no tocante A& primeira etapa de oxidacdo. Ao invée da acil-CoA
desidrogenase do sistema mitocondrial, os peroxissomos possuem
uma oxidase, a8 acil-CoA oxidase. Esta enzima ¢é eficlente na
oxidacdo de acil-CoA de cadeia longa (12 carbonos para cima), mas
pouco eficiente com octanoil-CoA (8 carbonos). Ja nas
mitocéndrias, a acll-CoA desidrogenase, a enzima que catalisa a
primeira etapa da 3-oxidac3o nessas organelas, tem atividade
elevada com o octanoil-CoA (Hryb e Hogg, 1979). Para Hryb e
Hogg (1979) o sistema de B-oxidac3o peroxissomal tem um papel
secunddrio em relac8o ao sistema de B-oxidacBio mitocondrial no
figado. ©Somente as mitocdndrias podem oxidar Acidos graxés com

cadeia menor que 8 carbonos.
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Como se poderia esperar, o figado metaboliza o8 diversos
acidos graxos com velocldades diferentes, conforme mostram os

seguintes exemplos da literatura. Scholz et al. (1984)
verificaram no figado em perfus3o isolada que, independente da

concentrac33n da albumina, o octanoato & sempre oxidado mails
rapidamente do que o oleato. Bracht et al. (1990) observaram que

a extrac3o do [1-14CJoctanoato numa simples passagem pelo figado
é sempre maior que a extrac®o do [1-14Clpalmitato. Constantin et

al. (1990) observaram que A producdo de CO=z & malor com

octanoato quando comparado com palmitato. Em resumo, nas

condicdes celulares, que 880 certamente bem diferentes das

condic®es nas quais as acil-CoA sintetases s80 dosadas, os Acldos

graxos de cadeia longa 830 metabolizados mais lentamente do que

os de cadeia média. Isto é confirmado pelas medidas de producdo

de corpos cetdnicos a partir de uma série de 4&cidos graxos

saturados com diferentes comprimentos de cadela. No figado em

perfusdo isolada, a capacidade de gerar corpos cetfnicos obedece

a seguinte sequéncia em ordem crescente: estearato (18C) <

palmitato (16C) = laureato (12C) < decanocato (10C) < miristato
(14C) < octanoato (8C) (Constantin, 1989; Constantin et al.,

1990). A mesma sequéncia é obedecida em relacdo & capacidade de

aumentar o consumo de oxigénio, havendo ainda uma correlacdo

linear entre o aumento na produc3o de corpos cetdnicos e o

aumento no consumo de oxigénio.

1.3. Hip6teses sobre os fatores que determinam

a velocidade de captacdo metab6lica dos acildos graxos

1.3.1. A teoria tradicional
para a captac8o metabélica de dcidos graxos

As primeiras idéias sobre a captac#o metabdlica dos Acidos

graxos pelo figado e outros tecidos baseavam-se na natureza
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lipidica da membrana plasmAtica. Assumia-se, quase que
tacitamente, que o8 A&cidos graxos de cadeia média e longa
difundiam livremente através da membrana plasmatica. Isto
equivale, na terminologia de hoje, a um mecanismo n3o-mediado
que, naturalmente, seria passivo. Era 1déia corrente, também, que
a velocidade de difus8o era proporcional A concentracfBo da forma
n3o-ligada do Acido graxo.

Sabia-se muito bem que a frag3o do Acido graxo que ndo estA
ligada A& albumina é em geral mulito pequena, principalmente para
os 4&cldos graxos de cadeia longa. Por isto, para manter uma
concentrac3o mais ou menos constante da forma nBo-ligada, a
velocidade de dissociacdo teria que ser bastante elevada, de modo
a que houvesse um equilibrio ou um quase-equilibrio entre a forma
complexada e a forma livre.

De acordo com este raciocinio, o fator limitante da captacéo
metabblica dos 4cidos graxos seria a velocidade de difusdo
através da membrana, a qual, evidentemente, dependeria da
concentracB8o da forma n8o-ligada (Kuhl e Spector, 1970; GSoler-
Argilaga et al., 1974). De fato, Goresky et al. (1978) mostraram
que um deslocamento do equilibrio que favoreca a dissociacBo do
adcido graxo no plasma, aumenta a velocidade de captacdo
metab6lica do ([1-14Clpalmitato. O trabalho de Goresky et al.
(1978), porém, demonstrou que a difus3o através da membrana
celular, se realmente for simples difus3o, n8o pode ser o Wunico
fator limitante para a captac#o metabslica. Isto porque, ainda
segundo Goresky et al. (1978), a captac3o metabslica aumenta se
houver um deslocamento no equilibrio da proteina Z que favoreca a
forma n3o-ligada do &cido graxo no espaco celular. A proteina Z é
uma proteina ligante de 4dcidos graxos e outras substéncias
lipofilicas, presente no citoplasma e acessivel a partir da

superficie interna da membrana plasmdtica (Trulzsch e Arias,
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1981). Essa observac3o indica que fatores intracelulares também
podem, em parte pelo menos, limitar a velocidade de captac8o

metabdlica dos Acidos graxos.

1.3.2. Um receptor para o

complexo albumina-dcido graxo

A vis3o tradicional sobre a captacBo metabdlica dos Acidos
graxos somente comegou a ser questionada na década de 1980. Quase
que simultaneamente, Welsiger et al. (1981) e Forker e Luxon
(1981) publicaram os resultados de experimentos que lancaram
dividas sobre a correcdo da teoria tradicional.

Welsiger et al. (1981) mediram a captacdo metabdlica de
oleato, calculada a partir da diferenca porto-venosa no figado em
perfusdo 1isolada. Aumentando a concentracdo de oleato (até 500
M) numa concentragdo fixa de albumina (150 puM) ocorria um
aumento na velocidade de captacdo metabdlica, proporcional a
concentracédo do 4&cido graxo. Variando simultaneamente as
concentracdes do 4cido graxo e da albumina, numa raz8o molar fixa
de 1:1, a velocidade de captacdo metabélica revelou uma
dependéncia n3o-linear da concentracBo de oleato, sugerindo
fortemente um fenbémeno de saturagcdo. O mesmo fenlmeno de
saturacdo aparecia quando as velocidades eram representadas
contra a concentrac3o de albumina complexada. Uma andlise
cinética doe dados em fungc®o da concentracBo da albumina n8o-
complexada fol interpretada pelos autores como um fendmeno de
inibic&o. Utilizando as constantes de velocidade de dissoclac8o
do complexo albumina-oleato disponiveils na época, Welsiger et al.
(1981) concluiram também, que a velocidade de dissociagdo néo-
catalisada do complexo era inferior a velocidade de

metabolizac8o. E, finalmente, a velocidade de transformac&o
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metab6lica correlacionava muito melhor com a concentracdo total
(livre mais ligada) do Acido graxo do que com a concentracdo da
forma n3%oc ligada. De fato, 8ob determinadas condicdes, a
velocidade de captacBo metabdlica aumentava com aumentos na
concentrac3o do complexo oleato-albumina, embora a concentracéo
de oleato livre permanecesse constante.

De posse de todos estes dados, Welslger et al. (1981)
descartaram a idéia de uma velocidade de captac3o metabdlica
limitada pela difus3o que, por sua vez, seria proporcional A&
concentrag3o da forma n&o-ligada. Em substituicBo, sugeriram a
participac3o de um receptor para o complexo albumina-Acido graxo,
localizado na superficie hepatocelular. A passagem de oleato para
o interior do hepatécito seria dependente da ligag8o do complexo
albumina-dcido graxo com o receptor. Este teria a func3o de
catalisar a dissociac30 do complexo albumina-Acido graxo ou mesmo
de catalisar a passagem do Acido graxo através da membrana
celular, liberando a albumina para o espaco sinusoidal.

Forker e Luxon (1981) chegaram a conclus®es semelhantes. Eles
encontraram que o figado de rato extrail 97% de taurocolato numa
tnica passagem quando o meio de perfusdo contém albumina na
concentrac3o de 75 uM. O aumento da concentrac8o de albumina para
750 uM provoca uma reducdo de 50% na captacBo metabdlica do
taurocolato, embora a concentrac3o livre desse composto passe a
ger cinco vezes menor. Os sutores propuseram que a velocidade de
captacéo metabdlica n8o ¢é dependente somente, nem  mesmo
predominantemente, da concentracdo plasmédtica de taurocolato
livre (n30o-ligado) mas, depende também, de uma interac8o entre a
albumina e a superficie dos hepatécitos. O contato entre a
albumina e a superficie celular induziria uma alterag8o na
conformac3o da proteina o que reduziria sua afinidade para com o

taurocolato. Isto favoreceria a dissociac3o do complexo permi-
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tindo a entrada de taurocolato livre no hepatécito.

Contrariando a teoria tradicional sobre os fatores e fenfme-
nos que levam & internalizac3o e A metabolizacB8o0 das substélncias
lipofilicas 1ligadas & albumina, os trabalhos destes autores
tiveram o grande mérito de mostrar as suas falhas. E embora eles
préprios tenham modificado vArias vezes as suas teorias no
transcorrer dos anos, as suas propostas tiveram ainda o mérito de
despertar o interesse geral sobre o assunto, o que, por outro
lado, provocou uma avalanche de trabalhoe de 1981 para cA.

Uma critica que se pode fazer aos trabalhos iniciais e
subsequentes de Weisiger e seus colaboradores é o fato de terem
sempre medido captacdo metabdélica, que &€ um fenbmeno complexo,
resultante de pelo menos dols eventos: (a) a passagem através da
membrana plasmatica, e (b) a transformacBo 1intracelular. O
primeiro &, evidentemente, um processo bidirecional, conforme Jja
havia sido demonstrado por Goresky et al. (1978) para o palmitato
no figado de c3o. No entanto, as interpretacdes de Welsiger et
al. (1981) e de Forker e Luxon (1981) pressupdem sempre, mesmo
que de modo implicito, que a passagem através da membrana é fator
limitante da captac3o metabdlica, o qQue equivale a assumir que

ela é unidirecional na pratica.

1.3.3. As controvérsias sobre a hipétese do receptor

para o complexo albumina-dcido graxo

0 modelo do receptor para o complexo albumina-é&cido graxo,
com poderes cataliticos, gerou um nimero muito grande de
trabalhos. Provocou muita controvérsia e também alguma confusfo,
além de mal-entendidos. De um modo geral, os pesquisadores

mediram captagdo metabdlica e assumiram implicita ou
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explicitamente que ela era limitada pela passagem através da
membrana, J1.e., tomaram captagdo metabdlica como um indicador
para a permeac3o. Convém comentar brevemente alguns trabalhos,
que demonstram bem o clima frenético gerado pela hipétese do
receptor para o complexo albumina-ligante.

A velocidade de captac8o de [3H]bilirrubina no figado
perfundido de rato é menor quando ligada & albumina do que quando
injetada na forma 1livre (Stollman et al., 1983). Os autores
interpretaram isto como evidéncia de que a albumina nfo é
necesedria para facilitar o influxo, metabolismo e excrecdo da
[BH]bilirrubina pelo figado.

Em ratos mutantes analbuminémicos (sem albumina no plasma), a
captacdo metab6lica da varfarina — um anticoagulante derivado
de cumarina — ligada A albumina n3o apresenta diferencas
significativas em figados de ratos normais e analbuminémicos
(Tsao et al., 1986). Os autores acreditam que em ratos incapazes
de sintetizar albumina, a quantidade do hipotético receptor para
o complexo albumina-ligante deveria ser minima. Com base nisto,
elee excluem a necessidade de transporte mediado por receptor
para a varfarina. O mesmo comportamento ocorreu com o corante
sulfobromoftaleina (Inoue et al., 1983). A falha deste raciocinio
estd em supor que se hd um defeito no gene (ou genes) que
codifica a albumina, o mesmo deveri necessariamente acontecer com
o gene que codifica o hipotético receptor.

Em hepatécitos'isolados, Renaud et al. (1985) verificaram que
a velocidade de captacdo metabdlica do palmitato 1ligado 4
albumina é proporcional & concentrac3co de &cidos graxos livres no
meio de incubacBo. A velocidade de captacBo do Acido graxo 1livre
permanece inalterada quando se adiciona KCN 2 mM ao meilo de
incubac&o. Este fenémeno seria independente de energia e em

concordidncia com a teoria convencional de simples difus3o de
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dcidos graxos através da membrana plasmatica.

Forker e Luxon (1983) afirmam que em figado de rato em
perfusdo, o aumento da concentracdo de albumina n#o complexada no
perfusado resulta em cinética competitiva entre a proteina livre
e o complexo albumina-rosa bengala por um numero limitado de
sitios de ligac80 na membrana do hepat6cito. Estes dados
apoiariam a 1idéia de que a albumina livre também e 1liga A
superficie celular, e que a suposta presenca desses sitios
especificos mediaria a dissociacdo do complexo albumina-Anion
orgdnico (Forker et al., 1985). Esta idéla representa, segundo os
autores, um modelo alternativo para explicar os fendmenos
cinéticos observados na captacdo do oleato pelo figado (Weisiger
et al., 1981).

Fleischer et al. (1986) realizaram experimentos com
monocamadas de hepatécitos 1isolados. Com base nos seus
experimentos eles propdem que sitios localizados na superficie
dos hepat6citos catalisariam a dissociac3o do complexo albumina-
palmitato, presumivelmente por causarem uma alteracBo transitéria
na conformac®o da albumina. Deste modo, mais Acido graxo livre
estaria disponivel para uma imediata entrada na célula. Isto
ocorreria estritamente na superficie celular, onde a concentracgBo
de Acido graxo livre ser%a maior do que no restante do espaco
extracelular.

A captacdo hepatocelular de oleato e sulfobromoftaleina,
ligados a4 albumina e em diferentes concentragdes e razdes
molares, fol examinada por Nunes et al. (1988) usando um sistema
de hepatécitos isolados de rato. Os resultados revelaram que as
cinéticas de captac8o de oleato s80 idénticas aquelas verificadas
no figado de rato em perfusdo isolada (Weislger et al.. 1981). A
captacdo de oleato mostra-se saturdvel com o aumento da

concentracdo de albumina. Em células isoladas em suepensBo ndo ha
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fluxo (circulac3o) e os autores acham que as barreiras de difusio
a0 redor da superficie celular também s3o eliminadas. Por 1isto,
os autores acreditam gque o fendmeno observado esta em
concorddncia com a presenca de um receptor para a albumina. Os
mecanismos 'relacionados com a captacdo de Acidos graxos no
hepatécito diriam respeito & cinética de interacdo entre o 4cido
graxo e a proteina carreadora, sem necessidade de uma arquitetura
lobular intacta ou uma barreira de difus3o no espaco de Disse.

Segundo Sorrentino et al. (1989), em hepatécitos,
cardiomi6bcitos e adipéecitos isolados, as cinéticas de captacé8o
metabd6lica de oleato mostram-se consistentes com a teoria
tradicional da difusdo simples. Os dados demonstram que, em
concentracdes fisiolégicas do complexo albumina-oleato (600 uM de
albumina e raz3o molar 1:2), a velocidade de captag8o metabdlica
é uma funcdo saturdvel da concentracZo de oleato 1livre. No
entanto, em concentracdes n&8o fisiol6gicas de albumina-oleato (16
UM de albumina e raz%o molar 1:0,01), as cinéticas de captacho
metabblica do &cido graxo desviam para um comportamento diferente.
e portanto requerem explicacdes alternativas.

Oe autores proponentes da hipétese do receptor para o
complexo albumina-&cido graxo fizeram uma comparac8o da constante
de velocidade da dissociac3o de oleato da albumina bovina 1in
vitro (a 37°C) com a velocidade de captac®o do oleato pelo figado
de rato em perfus3o isolada (Weisiger e Ma, 1987). Para as
condicdes in vitro, a constante de velocidade para dissociacéo
foi de 0,14 s~1 (ver Tabela 1). Ao expressar a velocidade de
captac80 metabélica do oleato no figado nestas unidades, os
autorees obtiveram 0,158 g8-1. A 1inexisténcia de diferencas
significativas entre os dados in vitro e no figado perfundido
levaram Weisiger e Ma (1987) a sugerirem que a dissocliac3o de

oleato do complexo com a albumina n3o & catalisada, conclusfo
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contrdria as 1déias sobre uma catdllise da dissoclacdo pelo
microambiente ou pela superficie celular, mas sobretudo,
contrdria as s8uas proéprias idéias sobre a existéncia de um
receptor para catalisar a dissociac3o do complexo albumina-acido
graxo. De 'certa forma, com este trabalho, Weisiger e seus
colaboradores abandonam a hipdtese do receptor para a albumina.
Em contrapartida eles propdem que a saturacBo observada quando a
concentrac3o do complexo albumina-oleato é aumentada poderia ser
decorrente de mudanca da etapa que limita o transporte (da
dissociac8o para o influxo ou metabolismo; Welslger, 1985). A
critica que se pode fazer a este trabalho de Welsiger e Ma (1987)
é que, embora a constante de velocidade de dissoclagcdo do
complexo albumina-oleato in vitro tenha se revelado igual A
velocidade de captacdo metabdlica quando esta é expressa nas
mesmas unidades, esta Ultima pode n3o ser igual A velocidade de
dissociac3o. CaptacfBio metabdlica e dissociac8io somente serfo
iguais se n3o houver reassociac8o, isto &, se todo o &Acido graxo
que se dissocia for imediatamente removido de modo irreversivel,
uma condig¢Bo improvAvel para a qual Weisiger e Ma (1987) nf8o
tinham prova.

Contrariando Weisiger e Ma (1987), Daniels et al. (1985)
haviam medido 1n vitro uma constante de velocidade para a
dissociacdo do oleato da albumina bovina bem menor, 00,0396 s~1 a
37°C (ver Tabela 1). Evidentemente, estas discreplncias geram
incertezas quanto a velocidade com que o &cido graxo se dissocia
da albumina. Se este valor da constante de velocidade de
dissociacBo estiver correto, ent8oc a veloclidade de captacBo
metab6lica do oleato n3o pode ser explicada sem os mecanismos de
facilitac3o da dissociacio.

Que uma cinética de saturac3o ou pseudo-saturacio pode ser

produzida por outros fenbmenos que ndo a ligacB8o a proteinas
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presentes em quantidades limitadas (receptores ou carreadores,
por exemplo), J& havia sido demonstrado por Weisiger (1985) no
caso da limitacd3o da captacdo metabdélica pela dissociacio do
complexo com a albumina, conforme mencionado acima. Bass e Pond
(1987) acregcentaram mais um fendfmeno que, teoricamente, poderia
gerar uma cinética de pseudo-saturacBo. Trata-se da difuséo
através de uma camada n3o-aglitada (unstirred layer) que muitos
autores supdem existir Junto A& membrana plasmAtica. ApSs um
complexo tratamento tedérico os autores fizeram varias simulacdes
do comportamento do oleato no figado em perfusdo. Essas
simulac®es realmente produziram curvas tedéricas muito préximas
das curvas experimentais de captacdo metabdlica do oleato, néo
porém, no caso da sulfobromoftaleina. Bass e Pond (1987)
assumiram que a passagem através da membrana é estritamente
limitante para o metabolismo, o que muito provavelmente é um
equivoco. Além disto, nos seus cdlculos, a camada n3o-agitada foi
tomada como tendo 1 micron (10-3 cm), o que é mais ou menos todo
o sinusdide, algo bastante questiondvel.

Resumindo o que fol visto nesta pequena revis3o da literatura
nos pardgrafos anteriores, uma hipotética facilitacdo da
dissociac3o poderia ocorrer por diversos mecanismos: (1) um
receptor para o complexo albumina-&cido graxo; (2) uma
dissociac8o mediada pela superficie celular; e, (3) uma
dissociac3o facilitada pelo microambiente da superficie celular
(por exemplo, pH diferente na superficie da célula). Até o
momento nSo h& nenhuma prova conclusiva de que algum destes

fenfmenos esteja realmente ocorrendo. Na verdade, alguns parecem
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bastante improvaveis.

1.3.4. Uma proteina que liga especlflcamente

dcidos graxos de cadeia longa

A demonstracdo de sitios de ligacBo especificos para Acidos
graxos livres na superficie das células hepdticas, resultou em
prejuizo para o modelo do receptor para o complexo albumina-acido
graxo. Estes sitios de ligac3o na membrana seriam de natureza
proteica, segundo Stremmel et al. (1985), que 1isolaram uma
proteina da membrana plasmAtica de hepatécitos, capaz de ligar
dclidos graxos. A existéncia desta proteina levou & idéia de um
sistema de transporte especifico para Aclidos graxos 1livres. A
proteina purificada tem peso molecular de 40 kDaltons e sua
especificidade fol demonstrada para os &acidos palmitico, oleico,
araquiddnico e linoléico. Ao contrario da albumina, essa proteina
ndo tem afinidade por sulfobromoftaleina, taurocolato e
bilirrubina. A ligac3o de [BH]oleato & proteina isolada mostrou-
se saturavel pelo excesso de oleato n3o marcado e fol revertida
pela albumina. Numa suspens3o de hepat6citos, a captaclo do
dcido graxo é proporcional a concentracdo da proteina.

Em experimentos com suspenstee de hepatébcitos, a concentra-
c30 das célulms pode ser muito pequena, a ponto da velocidade
de 1influxo de [3H]oleato ser 100 vezes menor que a dissociacdo
do complexo albumina-Acido graxo (Stremmel, 1987), isto
calculando-se a velocidade de dissociacdo com a constante de
velocidade determinada por Svenson et al. (1974) para o palmitato
(ver Tabela 1). O influxo mostra cinética de saturacdo com Km
aparente de 8,3 - 108 M e Vmex de 197 pmol * min-1 - (5 - 104
células)-1, quando representada contra a concentracdo livre de

oleato. Segundo Stremmel (1987) o influxo de oleato mostra-se
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dependente de energia, uma vez que o 2,4 dinitrofenol e o KCN tém
ac30 inibidora, &ao mesmo tempo em que os niveis de ATP 830
diminuidos. O influxo de oleato n3o foi afetado pela presenca de
outras subst8ncias anibnicas que se ligam A albumina, tais como
sulfobromoftaleina, o 4&acido cbélico e o 4&cido taurocélico
(Stremmel e Theilmann, 1986).

0 tratamento de uma cultura de hepatdécitos com um anticorpo
de coelho preparado contra a proteina isolada, reduz em 65% o
influxo de oleato. Este mesmo anticorpo n8o tem efeito sobre =a
velocidade de influxo de outras subst8ncias ligadas & albumina.
Estas observacdes aﬁoiam a hipotese de que o influxo de 4&cidos
graxos de cadeia longa ¢é mediado por uma proteina da membrana
celular (Stremmel et al., 1986).

Em apoio & hipétese do grupo de Stremmel hd também os dados
de Bracht et al. (1988) acerca da 1inibic3o do influxo de
palmitato pelo steviosideo, um glicosideo que n3o permeia a
membrana celular com velocidade apreciavel. Sistemas de
transporte 830 sempre passiveis de inlbicBo e a existénecia de
inibidores especificos tem sido encarada como uma indicac3o de
sua existéncia. O steviosideo de fato inibe o influxo e também o
metabolismo do palmitato e de outros 4&cidos graxos, conforme
verificado por Constantin et al. (1991). O efeito é reversivel. O
steviosideo inibe também o transporte de hexoses no figado (Ishil
et al., 1987), sendo interessante observar que Abumrad et al.
(1981) observaram uma inibic3o do influxo de palmitato em
adipécitos pela floretina, outra substélncia que também inibe o
transporte de hexoses no figado. Alids, em adipb6citos, Abumrad et
al. (1981) concluiram que o transporte de palmitato ocorre em
parte por difusBo e em parte por um mecanismo mediado. O préprio
Stremmel (1988) tem investigado outroes tipos de células além dos

hepatdécitos e os resultados de seus experimentos com cardio-
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midécitos também foram interpretados como evidéncia a favor de um

processo de transporte mediado por carreador.

1.3.5. As propriedades fisico—quimicas e a

captacdo metabdlica dos dcidos graxos

Idéias diametralmente opostas as do grupo de Stremmel foram
defendidas por Noy et al. (1986). Esses autores propdem gque a
captacdo metabdlica de Acidose graxos pelo figado procede
espontaneamente e ¢é determinada pelas propriedades fisico-
quimicas dos Acidos graxos, da albumina e dos lipideos da
membrana plasmdtica, sem que haja participacdo de uma proteina
da membrana.

Esses autores calcularam, baseados em parémetros experimen-
tais e tedbricos, as velocidades esponténeas das vAdrlas etapas que
eles supdem precederem a transformac8o irreversivel dos é&cidos
graxos em acil-CoA: a dissocliacdo do Acido graxo.da albumina no
plasma, a passagem através da membrana plasmdtica com a
movimentacdo através da bicamada lipidica, a entrada no citossol
e a difus3o até o estoque metabbdlico. Com base nos seus célculos
os autores concluiram que: (1) a velocidade de captacdo
metab6lica dos dcidos graxos pelo figado em perfusdo isolada néo
é determinadas por fatores cinéticoe e sim pelo coeficiente de
distribuic80 dos Acidos graxos entre a albumina, no plasma, € o8
fosfolipideos, na membrana plasmAtica; (2) hd uma relacd3o entre
este coeficiente e a velocidade de captacdo metabélica de
palmitato no figado de rato em perfusdo; e, (3) os dados
cinéticos de Weisiger et al. (1981) para a captacdo metabdlica de
oleato 830 compativeis com a idéia de que & velocidade é
determinada pela afinidade do &cido graxo para com a albumina e a

membrana plasmdtica. Os autores consideraram a captacfo dos
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dcidos graxos pelo figado como um processo "fisico-quimico"” (a
physical-chemical model) e ndo biolédgico.

Uma extens3o l6gica de um postulado deste tipo € a idéia de
que teores de estoques intracelulares podem ser determinados
através de velocidades de captac®o e dados termodinémicos (Cooper
et al., 1987). De fato, hd uma razodvel concordéncia entre as
concentracdes de palmitato na membrana plasmitica, mitocdndrias,
microssomos e citossol medidas experimentalmente e os teores
calculados. Baseados em seus dados os autores concluiram que o
fator limitante para o metabolismo do palmitato no figado é a
difus8o, n3o se excluindo também uma participacBio das proteinas
ligantes intracelulares (proteina Z ou a proteina ligante de
dcidos graxos) nos fluxos do &cido graxo através do citossol.

Dentro desta mesma linha de raciocinio, Cooper et al. (1987)
examinaram também a interac3o entre Acidos graxos (palmitato e
oleato) e a membrana plasmdtica de hepatécitos. Os autores alegam
que n8o conseguiram reproduzir os dados obtidos por Stremmel et
al. (1985) que haviam detectado uma capacidade da membrana
plasmdtica de ligar 6 [BH]oleato. Com base em seus dados, Cooper
et al. (1987) concluiram que n3c héd evidéncias indicando a
ligacso de [3Hloleato a um sitio especifico presente na membrana
plasmidtica do hepatécito. Assim, a avidez da membrana plasmdtica
pelos Acidos graxos seria uma simples consequéncia das
propriedades fisico-quimicas do oleato, lipideos e 4dgua. Isto
excluiria a idéia de que o influxo e posterior transformacéo
metab6lica dos dcidos graxos seriam resultantes de 1ligac3o com

proteinas ou de catdlise na interface membrana-4agua ou dentro do
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plano da membrana plasmAtica.

1.3.6. Medidas de fluxos unidirecionais de
dcidos graxos no figado inteiro

Ja& fol mencionado acima que, no figado em perfusdo, a maior
parte dos pesquisadores tém medido uma velocidade de captacdo
metabdlica em condicdes de estado estacionario, que é
simplesmente a diferenca de concentracdo entre a veia porta e =a
veia hepdtica multiplicada pelo fluxo e em geral ainda
relacionada a0 peso umido do figado (pmol - min-* - g-1, por
exemplo). Este parémetro, evidentemente, serd igual 3 velocidade
com gque uma substéncia permeia a membrana celular apenas se o
transporte for estritamente limitante para o metabolismo, isto é,
se 6 influxo em condicdes de estado estaciondrio for igual A&
captac3o metabbélica, sendo que esta Gltima corresponde ao fluxo
liquido. Esta condic3o implica num valor nulo para a velocidade
de efluxo, a saida da subst8ncia da célula.

N&o deixa de éer um pouco surpreendente que a captacho
liquida tenha sido utilizada como indicador do transporte em
tantos trabalhos, quando se sabe que Goresky et al. (1978) Ja
haviam mostrado que, para o palmitato, o efluxo era signifi-
cativo, ao menos no figado de c8es anestesiados, praticamente nas
condicdes In vivo, portanto. Talvez a complexidade da andlise dos
experimentos realizados por Goresky et al. (1978) seja um dos
motivos pelos quais a mailoria dos autores tenha preferido
simples medidas de diferencas porto-venosas. Os resultados de
Goresky et al. (1978), no que concerne ao palmitato, sugerem que
a passagem através da membrana n8o & o uUnico fator limitante para
a captac3o metab6lica, mas que o sistema enzimdtico intracelular

também tem influéncia.
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A técnica utilizada por Goresky et al. (1978) para estudar o
transporte e o metabolismo de palmitato no figado fol a técnica
da diluicBio de indicadores maltiplos. Nesta técnica, varios
tracadores s3o0 injetados simultaneamente na vela porta e o sangue
(ou perfusado) efluente é fracionado em microfracdes (0,5
segundo, por exemplo). Em geral s3o injetados trés tracadores
marcados com isétopos diferentes: a substéncia a ser estudada,
uma referéncia para o espago extracelular e a agua triciada, esta
altima como referéncia para o espaco aquoso total. Uma andlise
matemdtica permite obter as constantes de velocidade para influ-
%0, efluxo e a transformac3o metabdlica em condicBes de estado
estaciondrio (ver adiante Bases matemdticas da andlise de
experimentos de diluicdo de indicadores). Esta técnica tem sido
utilizada com é&xito no estudo do transporte e metabolismo de
vérias substéncias hidrofilicas (Bracht et al., 1981; Ishii et
al., 1987) e lipofilicas (Goresky et al., 1978; Bracht et al.,
1990; Ferraresi-Filho et al., 1992; Kelmer-Bracht et al., 1993).

Ferraresi-Filho et al. (1992) mediram os fluxos unidirecio-
nais e a transformag8o metabélica do palmitato no figado de rato
em perfusdo 1isolada. O estudo de Goresky et al. (1978) ndo
permitiu o cdlculo dos fluxos unidirecionais, pois o palmitato
marcado foi injetado como tracador nas condig¢Bes in vivo, onde ha
uma mistura circulante de acidos graxos, sendo qQue a concentragdo
de palmitato n3o péde ser determinada. Resumlidamente, 08
resultados obtidos por Ferraresi-Filho et al. (1992) 830 os
seguintes: (1) o influxo e a captac3o metab6lica de palmitato nBo
variam proporcionalmente um em relagdo ao outro quando as
concentracdes da albumina e do palmitato sfo variadas; (2) o
efluxo de palmitato é significativo para todas as concentracdes
de albumina na faixa entre 1,5 a 500 uM; (3) com albumina 150 uM,

as velocidades de captacBo metabdlica s#o proporcionais a
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concentrac3o extracelular total (livre mais ligada) na faixa até
500 pM; a dependéncia do influxo da concentracdo de palmitato é
parab6lica; (4) quando as concentragtes da albumina e do
palmitato s83c variadas simultaneamente numa razdo equimolar,
ocorre uma' pseudo-saturacdo tanto no influxo como na captac8o
metabdlica; as velocidades de influxo, no entanto tendem a
diminuir novamente em altas concentracdes; (5) como seria de se
esperar, a concentracdo intracelular de palmitato depende da
albumina; em concentrac®es muito baixas da proteina (1,5 uM) a
concentrac3o intracelular é praticamente igual 3 extracelular; em
concentracdes fisiolbgicas de albumina, no entanto, a
concentracdo intracelular ¢é menos de 2% da concentracfo
extracelular; (6) as velocidades de captacdo metabélica s8o
aproximadamente proporcionais & concentracdo intracelular, néo
havendo portanto saturacg3o; (7) a relacBo entre o influxo e a
concentracdo de palmitato livre (nfo-ligado), supondo condic¢8es
de equilibrio, n3o é independente da concentracdio da albumina,
embora para certas condic®es haja uma cinética de saturac8Bo. No
que tange A captac3o metabdlica, esses resultados s8o
semelhantes aos obtidos por Weisiger et al. (1981) com oleato.
Porém, quando se examina os dados de influxo e suas relagles com
a captac3o metabdlica, fica claro que o uso de velocidades de
captacdo metab6lica para estudar fenfmenos de transporte &
totalmente desaconselhdvel, podendo levar a conclus®es errdneas,
j4 que a cinética dos doils processos pode ser completamente
diferente.

H& dados preliminares, também, sobre os fluxos unidirecionais
e a captac3o metabélica do octanoato (Bracht et al.. 1990). Ao
que tudo indica, o octanoato passa através da membrana plasmatica
com velocidade maior que o palmitato ou pelo menos tem acesso

mals rapido a camada fosfolipidica da membrana. A sua
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metabolizac3o & também mais rédpida. Os dados preliminares sugerem
que a metabolizag®o mais rdpida do octanoato em relacB8o0 ao
palmitato se deve & maior velocidade de acesso aos sistemas
enzimdticos e & malor concentracdoc intracelular (Bracht et al.,

1990).

1.3.7. Andlise critica das hipéteses sobre os mecanismos

de captac8o metabdllica dos decldos graxos

Analisando os trabalhos da Gltima década sobre o problema da
captacBo metabdélica de Acidos graxos e outras substéncias
lipofilicas pelo figado é 1inevitavel a conclusdo de gque a quanti-
dade de problemas levantados e de fatos mal explicados suplanta
consideravelmente a quantidade de solugfes efetivamente encontra-
das. Nada para lamentar, pois assim o campo é fértil para a
investigacgéo.

Por um lado, h& a discuss8o sobre s8e a dissoclacfo do
complexo albumina-acido graxo é facilitada (ou catalisada) ou se
a velocidade com que ela ocorre espontaneamente é suficiente.
Esta é uma davida que irA persistir até que se conhegca com
precis8o tanto a velocidade de dissociacBo nas condi¢des in vitro
como aquela no interior dos sinusdéides (capilares do figado).
Como mostra a Tabela 1, os valores das constantes de velocidade
para a dissociacdo dos complexos albumina-acidos graxos,
encontrados por vArios pesquisadores, apresentam diferencas
ponderdveis. Indispensdvel também & conhecer a velocidade de
influxo na célula e n30o apenas a velocidade de metabolizac8o.
Enquanto estas 1indagac®es nfo forem totalmente respondidas, a
quest3o da dissociac8Bo facilitada ou espontfnea ainda n8o tera
uma resposta definitiva.

Superpondo-se & quest8o da dissociacBo dos complexos estd a
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questdo da passagem atravée da membrana, que também poderia ser
catalisada por wum sistema de transporte, ou depender exclu-
sivamente das propriedades fisico-quimicas das substénclias e
estruturas envolvidas. Em vista dos argumentos das duas partes, é
forcoso dizer que esta questd3o também ainda n&o fol
definitivamente resolvida, embora os dados disponiveis tendam a
favorecer a hipétese de carreador.

A cinética de saturac3o observada por Ferraresi-Filho et al.
(1992), bem como a inibi¢c3o0 do influxo de palmitato pelo
steviosideo (Bracht et al.., 1988) s3o dados que apoiam a hipdtese
do grupo de Stremmel (Stremmel e Theilmann, 1986; Stremmel et
al., 1986) sobre a existéncia de um carreador para acidos graxos
de cadeia longa. No entanto, no figado em perfus3o, n8o hA uma
correlac3o incondicional entre a concentrag8o extracelular livre
de palmitato, calculada supondo condigdes de equilibrio, e o
influxo, como encontrado por Stremmel (1987) em hepatbécitos e
Abumrad et al. (1981) em adip6citos. Isto pode ter varias causas,
sendo que duas devem ser ressaltadas: (a) a concentracdo livre
de equilibrio pode n3o ser sempre uma boa estimativa para a
verdadeira concentracdo livre de palmitato ao longo dos
sinuséides; e, (b) se houver participacdo de um carreador,
efeitos trans, i.e., trans—-aceleracdo ou trans-inibic&o dos
fluxos unidirecionais através da membrana podem ocorrer, causados
pela presenca de soluto no lado oposto da membrana (Silverman e
Goresky, 1965; Lieb, 1982). Nos dois casos uma hipotética curva

de saturacdo Michaeliana seria distorcida.

1.4. Diferencas entre o octanoato e os acidos graxos

de cadeia longa: uma hip6tese de trabalho

Nos trabalhos que tém sido feitos até agora com os ligantes
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da albumina, o8 Acidos graxos de cadeia longa té&m merecido a
preferéncia. Quantitativamente eles s3o de fato mails importantes.
Ja foi mencionado nesta Introducdc. no entanto, que o octanoato,
um &cido graxo de cadeia média, é metabolizado mais rapidamente e
presumivelmente também tem acesso mais rdpido ao espaco intra-
celular. Além diesto, sempre estd presente na circulacfo mesmo que
em menores concentracdes na maioria das vezes. A sua concentracéo
pode, no entanto, aumentar muito no caso de certas dietas.
Despertam muito a ateng8o, por outro lado, as diferencas entre o
octanoato e o8 Acidos graxos de cadeia longa no tocante aos
parédmetros fisico-quimicos de suas interac8es com a albumina. As
Tabelas 1 e 2 permitem avaliar quantitativamente estas
diferencas. A Tabela 1, & qual jid foi feita alguma referéncia nos
itens anteriores, relaciona as constantes de velocidade de
dissociac8o (kaiee, com a dimens8o segundo—1l) dos complexos
equimolares albumina-acidos graxos disponiveis na literatura
especializada. A Tabela 2, relaciona as constantes de dissociacfo
dos diversos complexos albumina-Acido graxo para o octanoato,
oleato, palmitato e o Acido niflumico, um Acido carboxilico com
cadelas aromdticas.

Os valores de kaiese na Tabela 1 referem-se & dissociac8o do
primeiro complexo, aquele formado pela ligac3o no sitio de mailor
afinidade (menor valor da constante de dissoclacdo). Diferentes
autores mediram valores de kaiee a diferentes temperaturas e com
albuminas de diferentes espécies (bovina ou humana), e sobretudo,
utilizando diferentes aceptores do Acido graxo dissociado.
Interessa particularmente a constante de velocidade para a
transferéncia a fosfolipideos (foi usada a dimiristoil-
fosfatidil-colina). Conforme mostra a Tabela 1, a 37°C, os
valores de Kkaiee para transferéncia a fosfolipideos para os

dcidos graxos de cadeia longa s3o relativamente pequenos. A
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Tabela 1

Constantes de veloclidade de dissoclac8o do complexo albumina—
dcldo graxo para diversos dcidos graxos sob diversas condicdes.
Estdo relacionadas as constantes de dissociacBo dos complexos
albumina-dcido graxo coletadas na literatura. O "aceptor" refere-
se a substdncia ou meio utilizado rara fixar o Acido graxo
dissociado. Lipidex é marca registrada para um hidréxi-alcoxi-
propil-dextrano, onde a cadeia alcéxi tem em média 15 carbonos.

Teapera- Aceptor Origem da  Octanoato Decanoato Miristato Palmitato Estearato Oleato
tura utilizado albumina
'C kares (5EQUAdD™?)
24 Albumina-agarose Humana - - - 0,042+ - -
30 Dimiristoil-fosfatidil-  Bovina - - 0,098 0,0186%  0,0069®  0,02°
tolina
33 Dimiristoil-fosfatidil-  Bovina J4e 20¢ - - - -
colina
37 Dimiristoil-fosfatidil-  Bovina - - Q,120% 0,034° 0.0098%  0,039%®
colina
Albumina-agarose Bovina - - - - - 0,142¢
Lipidey Bovina - - - - - 0,140
Albumina-agarose Humana - - - 0,120 - -
42 Dimiristoil-fosfatidil-  Bovina 1410« LER - - - -
tolina

aSvenson et al. (1974).

bDaniels et al. (1985).
<Hamilton (1989).

AdWelsiger e Ma (1987).
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Tabela 2

42

Comparacdo das constantes de equilibrio para a ligacdo do ni-

flumato e vdrios dcidos graxos de cadeia média e longa & albumina

de soro bovino. As constantes foram ordenadas em ordem

crescente

de afinida&e dos sitios de ligac8o. Todas elas foram medidas a

37°C, em meio salino e a pH 7.,4.

Constante Niflumato= OctanoatoP Palmitatoe Oleatoe=
M
Ka1 2,82 - 10-8 2,94 - 10-5 3,00 - 10-8 6,10 - 10-8
Kaz 1,69 - 10-6 1,03 - 10-4 1,33 - 10-7 3,38 - 10-7
Kas 1,79 - 10-6 2,22 - 10—+ 2,72 10-7 5,65 - 10-7
Kaa 2,28 - 10-6 6,25 10—4 8,15 - 107 2,89 - 10-s
Kas 8,76 - 10-5 7,14 - 104 1,81 10-86 4,74 - 10-8
Kas 9,82 - 10-8 8,62 10—4 1,39 - 10-8 2,30 - 10-5
Ka7 4,98 10-s 1,36 10-3 8,64 10-e 2,34 - 10-5
Kas 4,98 - 10-8 2,27 10-3 4,05 - 10-8 3,06 - 10-8
Kao 4,98 10-3 6,06 - 10-3 4,31 - 10-8

aKelmer-Bracht et al. (1990).

bPAshbrook et al.
cSpector et al.

(1972).
(1971).
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julgar pelos valores obtidos com oleato para a transferéncia a
outros aceptores, a transferéncia a fosfolipideos é mais lenta do
que para outros aceptores como a prépria albumina presa & agarose
ou ao material sintético Lipidex. O valor da constante de
velocidade para a dissociacdo aumenta quando diminui o tamanho da
cadeia. A kaiee para o palmitato a 37°C é quatro vezes malor que
a kaiee do estearato; e, por sua vez, a kaiee do miristato supera
em quatro vezes a do palmitato. Infellzmente n3o existem medidas
para o decanoato e o octanoato a 37°C, mas apenas a 33 e a 42°C.
No entanto, os valores de kaiee para estes dols &cldos graxos sdo
t30 superiores aos de cadeia mais longa — e também diferem t&o
acentuadamente entre si — que se pode raciocinar em termos de
um hipotético valor médio entre 33 e 42°C. Atribuindo-se um peso
20% menor ao valor medido a 42°C por causa de sua malor distélncia
dos 37°C, obtém-se para o octanoato kaiee igual a 741 segundo~?1 e
para o decanoato 35,6 segundo—1. Esses valores s3o muito maiores
que para os A4acidos graxos de cadeia longa. Em relacdo ao
palmitato e ao oleato, o octanoato passa da albumina para os
fosfolipideos cerca de 20000 vezes mais rapidamente, uma
diferenca de quatro ordens de grandeza. No tocante & velocidade
de dissociacBo, a diferenca entre o octanoato e o palmitato ou
oleato & maior do que em relac3o As constantes de dissoclacBo.
Conforme revela a Tabela 2, a diferenc¢a neste caso se mantém em
trés ordens de grandeza. A afinidade da albumina pelo octanoato
chega a ser um pouco menor do que a afinidade pelo 4&cido
niflamico. De qualquer forma, pode-se afirmar gue os valores de
kaiee da Tabela 1 e das constantes de equilibrio da Tabela 2 para
octanoato, palmitato e oleato s3o compativeis.

Com uma constante de velocidade para entrada em fases
fosfolipidicas de 741 s~1, o acesso do octanoato ao interior da

célula deveria ser da mesma ordem de grandeza, fato ja ressaltado
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por Hamilton (1989). Em outros termos, no figado perfundido, a
sua distribuic3o deveria ser 1limitada apenas pelo fluxo a
qualquer concentrac3o de albumina, a exemplo do que ocorre com O
dcido niflumico (Kelmer-Bracht et al.., 1993). N3&o € o que ocorre,
no entanto; conforme revelado pelos experimentos de diluicfo de
indicadores miltiplos realizados por Bracht et al. (1990). Neste
estudo, as curvas de diluicdo do octanoato com altas
concentracdes de albumina se assemelham bastante as do palmitato,
cuja distribuic3o no espaco celular nfo é limitada pelo fluxo.
Uma hip6tese que talvez concilie os dados fisico-quimicos com a
realidade biolégica seria que o octanoato tem acesso muito rédpido
3 membrana plasmidtica e suas adjacéncias, mas n3o ao restante da
célula. Neste caso a sua distribuicBo nesta fina camada seria
limitada pelo fluxo. O acesso para o interior da célula, onde
efetivamente ocorre a metabolizac80, poderia ser mais lento. A
deteccdo de um estogue (prool) de octanoato na membrana plasmatica
e adjacéncias ira depender do tamanho deste estoque, isto é, da
quantidade de octanoato efetivamente localizada nesse local da
célula. Se a quantidade for muito pequena ela n3o podera ser
detectada. Esta quest3o, no entanto, somente podera ser
respondida com base em dados experimentais.

Trabalhar com uma hipotese deste tipo eguivale também a
assumir o 6nus de desenvolver o tratamento matemdtico indispensa-
vel para a andlise dos experimentos. ©Sem este tratamento
matemdtico serd impossivel obter os par@metros necessédrlos.
Embutidos nas foérmulas estarfo, n3o apenas o0s parémetros
referentes & entrada na membrana celular, mas também pardmetros
de entrada no restante da célula e paradmetros de metabolizacg8o. O
tratamento, portanto, deverd permitir a obtenc3o de um quadro
mais ou menos completo sobre o metabolismo e a distribuicdo do

octanoato no figado.
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1.5. Os objetivos deste trabalho

Em vista do que fol exposto acima com relacdo ao octanoato,
o8 objetivos deste trabalho seriam, portanto, os seguintes:

1. Desenvolver um tratamento matemdtico, baseado no modelo de
Goresky (Goresky et al., 1970), para a descricdo adequada do
comportamento do octanoato no figado, analisando inclusive situa-
¢des-limite, casos especlais e formulando critérios de diferen-
ciacdo;

2. Obter curvas experimentais de diluicéo com [1-
14CJoctanoato e 1indicadores adequados no figado em perfus8@o
isolada;

3. Ajustar as equacdes desenvolvidas as curvas experimentais,
utilizando procedimentos de otimizacdo de parémetros;

4. Analisar os parlmetros otimizados e calcular, com eles,
tamanhos de estoques (pools) e velocidades de metabolizacdo e de
passagem de um compartimento para outro;

5. Comparar os parametros do octanoato com os de Acidos graxos

de cadeia longa, principalmente palmitato.
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2. BASES MATEMATICAS DA ANALISE
DPE EXPERIMENTOS DE DILUICAO DE
INDICADORES

Somente uma andlise matemdtica das curvas de diluic3o do [1-
14C]octanoato permitird extrair as informacdes que elas encerram.
Para realizar esta andlise matematica, por outro lado, é
indispensidvel definir os pari&metros com clareza e desenvolver o
formuldrio pertinente. E exatamente isto que se pretende nesta
secgdo. A andlise pretende ser bastante completa, e deversa servir
de base n3o apenas para este estudo, mas também para estudos
futuros com outras substdncias de comportamento igualmente

complexo.
2.1. 0 figado: generalidades sobre a microcirculac8o

0 figado é um 6rgdo com intensa atividade metabdlica, o que
torna necessidrio um eficiente sistema microcirculatério, seja
para supri-lo de oxigénio, seja para fornecer os substratos e
horménios necessdrios. A unidade estrutural do 6rg3o é o 1lb6bulo
hepatico. Ele é composto por um sistema continuo de léminas
anastomdéticas de células parenquimatosas que perfazem 92,5% do
volume celular total do 6rgdo. Estas células agrupam-se em
lAminas separadas peios sinus6ides (capilares), circundados pelo
espaco de Disse. A Figura 1 mostra esquematicamente estas
relacdes.

Em termos de circulag3o, o figado tem aporte duplo: a artéria
hepatica, que supre o figado com cerca de 25% do sangue e a vela
porta, que traz os 75% restantes. Antes de atingir o figado, o

sangue da vela porta JA passou peloe leitos capllares do trato
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alimentar, do Dbago, do pdncreas e, por conseguinte, € rico em
horménios e substéncias nutritivas. E relativamente pobre, no
entanto, em oxigénio, sendo que a artéria hepatica, que conduz
sangue arterial, tem papel importante na oxigenacdo.

A circulacdo portal hepAtica ocorre pelos seguintes caminhos:
(1) pelos ramos da veia porta, que se ramificam vArias vezes
formando os vasos interlobulares; (2) pelas veias interlobulares,
das quails partem ramos que se dirigem aos 1lébulos, onde se
subdividem transformando-se em sinusédides, e (3) pelos
sinus6ides, que se dirigem radialmente para o centro do 1lébulo
terminando na veia centrolobular. A medida que caminha ao longo
do 1lébulo, esta veia recebe sinusdéides de +todos os lados,
saumentando de calibre e terminando na base do l6bulo em veias
mais calibrosas (intercalares). Estas se fundem constituindo as
grandes veilas que se abrem para a vela cava inferior. A artéria
hepidtica, por sua vez, ramifica-se em arteriolas que acabam
desembocando nos sinusé6ides. Uma certa frac8o destas arteriolas
banha as células do plexo biliar antes de atingir os sinuséides.
No rato, a regiBo do sinus6ide onde as arteriolas confluem varia:
uma certa frac3o converge com os sinusdéides logo no 1inicio; e
outra fracdo um pouco além, de modo que nem todas as células do
parénquima hepdtico recebem sangue arterial.

Os sinuséides ou capilares hepaticos, tém Como
caracteristica fundamental o fato de possuirem paredes revestidas
pelas células endotelials que apresentam grande namero de
fenestracdes (ver Figura 1). Estas fenestracSes permitem a
passagem de macromoléculas, porém n3o de eritrécitos. Esta livre
passagem torna mais fédcil o intercdmbio de substlncias entre o
sangue e os tecidos. No espago de Disse, a membrana celular
torna-se uma barreira tanto para as macromoléculas como também

para moléculas pequenas.
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Canalfculos biliares

intercelulares Célula de armazenamento
de gordura

Hepatécitos

fin

Lumen sinusoidal
\\Céhﬂo de Kupffer

\\\\\ Hepatdcitos
Fenestragodes

Espaco de
Disse

Células do endotélio

Figura 1. As células hepdticas e suas adjacéncias. Representacfo
tridimensional semi-esquemédtica de um agrupamento de hepatdcitos
e sinusdides com o correspondente espaco de Diesse. Note-se as
células do endotélio com as fenestracdes e 08 canaliculos
biliares intercelulares. O sinus6ide da direita estd desenhado em
corte para mostrar o luimen onde se vé uma célula de Kuppfer.
Peri-sinusoidalmente pode-se ver também uma célula de armazena-
mento de gordura. Modificado a partir de um original de Elias
(1955).
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2.2. Mecanismos de dols estoques celulares
2.2.1. Aspectos gerals e definicdes

Num  6rgdo inteiro, medidas simulténeas dos fluxos
unidirecionais de substincias através da membrana celular e do
metabolismo intracelular podem ser feitas através da técnica da
diluicdo de indicadores maltiplos, associada a uma andlise
baseada em modelos‘ matemidticos (Goresky et al., 1973). Esta
técnica — conforme ja mencionado na Introdugdo — consiste na
injec3o simulténea de vArios tracadores no vaso de entrada no
6rgdo (veia porta, por exemplo) seguida de um fracionamento do
sangue ou perfusado efluente. As curvas de diluic3o obtidas desta
maneira refletem os eventos a que o tracador esteve submetido no
interior do 6rg8o. Esta técnica tem sido usada com sucesso para o
estudo simult8neo do transporte e metabolismo da galactose no
figado de c80 (Goresky et al., 1973), do palmitato no figado de
cd3o (Goresky et al., 1978) e no figado de rato (Ferraresi-Filho
et al., 1992), do lactato no figado de rato (Bracht et al.,
1980), da glicose no figado de rato (Ishii et al., 1987), do
dcido nifltomico no figado de rato (Kelmer-Bracht et al., 1993) e
de varios outros.

0 modelo matemdtico a ser adotado deve considerar o movimento
ao longo do sinusdide (i.e., o fluxo), a passagem através da
membrana celular, a metabolizacBo no espaco celular e, também,
uma. eventual compartimentalizacdo intracelular. Isto porque a
substéncia em estudo pode distribuir-se em mails de um
compartimento ou estoque intracelular. A Figura 2 mostra,
esquematicamente, o comportamento hipotético de um tracador no
figado, submetido a eventos relativamente complexos. O espaco

extracelular (espaco sinusoidal + espaco de Disse) é representado
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por Ve. O espaco intracelular estd representado por Vi. O fluxo
estd restrito ao espaco extracelular. Intracelularmente, s}
tracador pode se distribuir em dois estoques ou compartimentos.
Em cada um dos compartimentos, o tracador se apresenta em duas
formas: livre e ligada. Como n3o é possivel distinguir as formas
livre e ligada, as constantes de velocidade para os diversos
processos (ki e ka2 para a troca com o espaco celular; ka e ks
para entrada e saida do segundo estoque, respectivamente) sao,
na verdade, constantes compostas, fungdes das fracles livres do
tracador em cada um dos compartimentos (Ferraresi-Filho et al.,
1992). O mesmo ocorre com as constantes de velocidade, ks e ks,
para a metabolizac8o irreversivel em cada um dos estoques. Além
disto, as constantes de velocidade para permeac®o, ki, k=, ka e
k4, podem ainda ser funcdes das constantes cinéticas dos sistemas
de transporte, caso eles existam (Goresky et al., 1973). ©Se os
experimentos forem feitos em condicBes de estado estacionArio nio
isotépico (apenas o tracador n3o estd em estado estacionArio;
Bracht et al., 1980), as constantes poderdo ainda ser func8o das
concentracdes das formas nd3o-marcadas. No que tange As constantes
de velocidade para a metabolizac8o, ks e ke, devem também ser
funcdes das constantes cinéticas dos sistemas enzimaticos

envolvidos e das concentracdes das formas n8o-marcadas.

2.2.2. Descric8o matemdtica do comportamento de

um tracador ao longo de um sinuséide

Convém tentar descrever inicialmente os eventos ao longo de
um Gnico sinus6ide, para depois integrar as respostas de todos os
einuséides e obter, assim, a resposta do 6rgdo inteiro (Goresky

et al., 1970).

Para descrever matematicamente os eventos esquematizados na
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Figura 2. Esquema dos movimentos de um tracador ligado a
componentes extra—- e intracelulares, com distribuicdo em dois
estoques intracelulares, podendo ainda sofrer transformacoes me-—
tab6licas 1Irreversivels. Os simbolos utilizados tém os seguintes
significados: Alb, albumina livre no espag¢o extracelular; us,
tracador livre no espaco extracelular; Alb-u, tracador complexado
com a albumina no espaco extracelular; u, tracador livre mais
complexado no espaco extracelular; X, componente(s) intracelu-
lar(es) que liga(m) o tragador no primeiro estoque; Y, componen-
te(s) intracelular(es) que liga(m) o tracador no segundo estoque;
ve, tracador livre no primeiro estoque intracelular; zr, tracador
livre no segundo estoque intracelular; X-v, tracador complexado
no primeiro estoque; Y-z, tracador complexado no segundo estoque;
v, tracador livre mais complexado no primeiro estogue intrace-
lular; =, tracador livre mais complexado no segundo estoque; M,
membrana celular; P* e Q*, produtos de metabolizac¢8o marcados no
primeiro e segundo estoques, respectivamente. As constantes de
velocidade compostas podem ser definidas como (ver Figura 9): k1
= f1(Car/Ce); kz = f§2(C11£/C11); ka = Ffa(Ci1e/Ca1); ka =
fa(Ciz2e/Caz); ks = FB(Car1£/Ci1); e, ke = fe(Cize/Caz).
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Figura 2, serd necessirio levar em conta duas varilaveis
independentes: o espaco a ser percorrido em virtude do fluxo e o
tempo que transcorre desde a entrada do tragador no sinuséide.
Além disto, convém assumir ainda que (Goresky et al., 1970): (1)
o fluxo sanguineo ou de perfusado estd restrito ao espaco
extracelular; (2) os tracadores injetados sd3o impulsionados como
um bolus pelo fluxo ao longo dos sinuséides; e, (3) a difusdo
paralela ao sinus6ide é negligenciivel em comparacdo com a grande
velocidade do fluxo (convex30) e os movimentos das moléculas
restringem-se a uma ripida difus3o perpendicular ao sinuséide.
Com base nessas premissas e seguindo a 1idéia original de
Sangren e Sheppard (1953), os eventos que descrevem o
comportamento de um tracador num Gnico sinusbéide hepAtico e suas
células adjacentes podem ser descritos por um sistema de equacdes
diferenciais parciais. A primeira equacdo descreve a convexfo no

sinus6ide e a conservac3o da matéria:

u , yBu , g-ov, e'g% + ksB8°v + ke®'z = O (13

ot ox ot

0s simbolos u, v e z, representam as concentrac8es dos tracadores
no espaco extracelular, no primeiro estoque celular e no segundo
estoque celular, respectivamente, conforme esquematizado na
Figura 2. A posic3o ao longo do sinusdide esthA representada por x
e o tempo por t. W é a velocidade aparente de convex3o, expressa
em dist&ncia por unidade de tempo, de uma substlncia no sinuséide
que troca com velocidade infinita com o espago de Disse adjacente
(Bracht et al.. 1980). O termo ©° é a raz3o do espacos aquosos
intra- para extracelulares, i.e., 8~ = Vi/Ve (ver Figura 2).

As duas equacdes restantes, descrevem a variac&o da

concentracdo do tracador noe dols estoques celulares:
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g% = kiu - kav - kav - kev + kaz [21]
g% = kav - kaz - ksz [3]

A solué&o para estas equagdes requer o estabelecimento de
condicdes inicilais. Assumindo que no tempo zero uma gquantidade qe
do tracador atinge o sinus6ide na forma de um pulso e que o fluxo
através do sinuséide (volume/tempo) é igual a Fe, pode-se

escrever para o espaco extracelular:
u(0,t) = (ae/Fa)d(t) (4]

onde 8(t) & uma func3o impulso (ou funcBo delta de Dirac; Sangren
e Sheppard, 1953). Para os dols estoques intracelulares, tem-se

como condicdo inicial:

(5]

]
o
®

v(x,0)
z(x,0) = 0. [6]
Sistemas de equacdes do tipo das [1] a [3] tém sido

tradicionalmente resolvidos utilizando a transformac3o de Laplace

com relacdo ao tempo (Sangren e Sheppard, 1953; Sheppard, 1962),
LIf(x,t)] = r £(x,t) exp[-stldt = F(x,s)
o

sendo s um numero complexo. Aplicando a transformac3o de Laplace

nas equacdes [1] a [3] obtém-se:
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sU + W I + 88°V + 80°Z + kse8'V + keB®'Z = U(0,8) [71

8V = k10 - koV - kaV - keV + kaZ [81]

8Z = . kaV - kaZ - kel (9]

As equactes [7] a [9] podem agora ser resolvidas como se fossem

equacdes diferenciais simples. Eliminando Z em [B] e

isolando para V e Z, obtém-se as seguintes expressfes:

kla

(s + ke + ka + ks) -

kaka
8 + ka + ks

kak1U

N
I

V em [9] e

(101}

[11]

kaka

As equacdes [10] e [11] podem agora ser substituidas

na equacdo [7], do que resulta:

k108" (s + ks)

para V e 2

(123}

— U
sU + W gz + koka

k1kaU8 (s + ke)

= 6(0,8)

kzska

+ ka + k + k2 + ka + k -
(s 4 e)[ (s 2 3 5) o ke + B

A equacd3o [12] pode ser rearranjada de maneira mals simpli-
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ficada:
du . 0 ki@ (8 + ks)(8 + ka + ka) + k18 ka(s + ks)
dx T W |® 7 523 (katkotkatksika)s+kokatkoketkakstkakstksks
= U(0,8)/W [13]

Subtraindo e adicionando o termo ki® [kzs + kaoka + kz2ks] no

numerador do segundo termo em colchetes e rearranjando o

numerador e o denominador obtém-se:

as O e k16 ka(s + ka + ke)
ax tw|® t KO - ek ks TRaTReTEs )57 kokaTkakoTEskaTkakaiksks

= U(0,8)/W [14]

O 4ltimo termo em colchetes pode ser quebrado em duas fracdes

parciais (Rose et al., 1977):

k10 kz(a+katks)  ki8 ka(B+ka+tke)]  U(s,0)
(a-B(e-a) W-ays-8 | ~ W

[s + k10" -

8 &
+
=l

[15]

onde a e 8 830 as raizes da equacBo do segundo grau: 82 + (k= +

ka + ka + ke + ke)s + (kzka + kaks + kaks + kaks + ksks) = O.

Resolvendo a equac8o [15], Juntamente com as condigfes

iniciais dadas pelas equacdes [4] a [6], tem-se:

ﬁ(x,S) = ;g exp(-8x/W) - expl[-kiB8 " (x/W)]

- exp{[ki1®"k=2(x/W)(at+tka+ks)1/[(a-B)(8-a)]} (161
« exp{[ki8 " ka(x/W)(B+kat+ke)1/[(B-a)(8-B8)1}
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Para ter alguma utilidade a equac33o [16] terd que ser
invertida para o dominio do tempo. Uma forma mails favoravel pode
ser obtida expandindo as duas ultimas fung®es exponenciais na
série de Taylor (Rose et al., 1977). Fazendo-se isto obtém-se a

expressao:

O(x,8) = 22 exp(-sx/W) - expl-ki6’ (x/W)]

Fa
+ %ﬁ - exp(-8%/W) - expl-ki8 (x/W)] (171
o [k18 ka(x/W)(a+ka+tke) 1" o [k18 ka(x/W)(B+ka+ks)]"
ng1 (g = BY" (8 = a)" n! Y ST E T )" (8 = B)" 0!

= [kK18 kz(x/W)(at+katks)]I" o= [k10 kz(x/W) (B+kat+tke) I"
n®1 (g - B)"(s - a)" n! n®=1 (B - a)"(e - B)" n!

+

A invers3o da equac8o [17] pode ser feita com base numa boa

tabela de transformacdes de Laplace (Sheppard, 1962):

u(x,t) = o expl-k10 (x/W)] 5(t-x/W)

+ 22 . exp[-ki18" (x/W)] [18]
o [K18 ka(x/W)(o+katks)]l" (t-x/W)n-1
[ expla(t-x/W)1 - 2, - z (o = B):n! GEIBL S(t-x/W)

.3 [k18 k2 (x/W) (B+katke)I" (L-X/MW)n"t o0 o a0y
(B - a)"n!(n-1)!

+ explB(t-x/W)1]

t w [K18 kz2(x/W)(ot+tka+ks)]" (e-x/W)n-1
+ IX/SXP[G(G—X/W)]’nzl (@ = By n!l (n=1)!
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o [k10 k=2(x/W)(B+katks)]" (t-€)n-1

P explB(tm€)) 2y =@y AT (a1 de (18]

No primeiro termo da equac3o [18]1, &(t-x/W) & uma funcBo impulso

que descreve o deslocamento do pulso de tragcador ao 1longo do

sinuséide. A quantidade de tracador no pulso vai sendo atenuada

~

gradativamente pelo fator exp[-ki® (x/W)] & medida que ele avanca

no sinusdide. 0 primeiro termo da equacBo [18] (na primeira

linha da equac3o) representa o tracador que, ao longo do

sinus6ide, n3%o chega a penetrar no espaco celular. Esta frac8o

pode ser chamada de frac3o n8o-trocada (throughprut, Goresky et

al., 1970). O segundo termo, gque descreve O comportamento do

tracador que entrou no espaco celular e retornou ao sinusoide

(frac3o trocada) é muito complexo. S(t-x/W) é uma func8o degrau,

que é igual a zero quando (t-x/W) < 0 e igual 3 unidade quando
(t-x/W) > 0. € & a varidvel de integracdo da 1integral de

convoluc3o (Sheppard, 1962).

A equac3o [18] descreve os eventos da Figura 2 para um Unico

sinuséide. E uma equacdo, sem duvida, bastante complexa. Para

algumas condic¢des especiais, no entanto, pode-se chegar a expres-

sdes mais simples. As condicdes especlals de interesse para este

trabalho ser3o analisadas a segulr.
2.2.2.1. A condicdo ki = 0 e kz = 0

Uma condic3o especial que conduz a uma expressdo muito

simples é aquela na qual ki e ka2 830 nulos, 1.e., gquando a

subetincia n3o tem acesso ao espaco celular. Deduz-se facilmente

que a equacdo [15] reduz-se a



Bases Matemdticas 58

dU Us U(0,8)
w®TYPw T w— (191

cuja soluc8o, Jjuntamente com a condicBo inicial dada pela equacdo

(4] é:

a(x,s) = %2 exp(-8x/W) [20]

A invers3o da equacdo [20] para o dominio do tempo (Sheppard,
1962) produz:

u(x,t) = %3 S(t - x/W) [21]

a
A equac3o [21] revela o gque se pode também prever intuitivamente,
i.e., que um tracador que n3o tem acesso a0 espaco celular, se
for introduzido na forma de um pulso, movimenta-se ao longo do
sinusbdide na forma de um pulso e emerge no final também na forma

de um pulso n3o atenuado, desde que a difusBo longitudinal seja

pequena.
2.2.2.2. k1 e kz tendem ao inflnito

Se a membrana celular n3o for barreira para o tracador, i.e.,
se k1 e k2 tendem ao infinito, ter-se-4 uma situacdo bem mais
complexa que a anterior. Esquematicamente esta situac3o pode ser
representada como na Figura 3. Haverd sempre equilibrio entre o
espaco extracelular e o primeiro estoque celular, mas n3o entre o
primeiro e o segundo estoques celulares se ks e ka forem

finitos. Por outro 1lado, ki e kz n3o poderfio mails ser

determinados, mas sim apenas a razdo ki/k=.
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Figura 3. Esquema dos movimentos de um tracador ligado a

componentes extra— e intracelulares, metabollzdvel, com
distribuicdo em dols estoques intracelulares, mas para O qual a

membrana celular ndo representa uma barreira efetiva. Os simbolos
utilizados tém os seguintes significados: Alb, albumina livre no

espagco extracelular; ue, tracador livre no espaco extracelular;
Alb-u, tracador complexado com a albumina no espacgo extracelular;

u, tracador livre mais complexado no espaco extracelular; X,

componente(s) intracelular(es) que liga(m) o tracador no
primeiro. estoque; Y, componente(s) intracelular(es) que liga(m) o
tracador no segundo estoque; vr, tragador livre no primeiro

estoque intracelular; ze, tracador livre no segundo estoque
jntracelular; X-v, tracador complexado no primeiro estoque; Y-z,

tracador complexado no segundo estoque; Vv, tracador 1livre mais
complexado no primeiro estoque intracelular; z, tracador 1livre

mais complexado no segundo estoque; M, membrana celular; P* e Q*,
produtos de metabolizacdo marcados no primeiro e segundo

estoques, respectivamente.
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Matematicamente esta situacdo pode ser analisada a partir da
equacBo [13]. Dividindo o numerador e o denominador do segundo
termo entre colchetes por k=2, assumindo ki = ® e kz = o,
eliminando todos os termos n3o significativos divididos pror k=, e

definindo Q' = ki/kz, obtém-se a expressdo:

0 Q9" (s + ke)(s + ka + ke) + Q0'ka(s + ke)] _ U(0,s)
st 8 + ka + ks T W

(221

& &

Uma forma equivalente 3 equacdo [22], obtida por manobras
algébricas, € mais conveniente para a invers3o da transformada de

Laplace para o dominio do tempo:

v, %[5(1 +Q8°) + (ks + ks)Qe® - _ KoKalO” = 900,8)

[23]
8 + ka + ks W

dx

A soluc3o da equagBo diferencial [23], Juntamente com a

condicdo inicial dada pela equac8o [4], é:

6(x,a) = -?.Z expl-s(x/W)(1 + Q87)] - expl-(ka + ks)Q0 (x/W)]
- exp{[(kaQB ka)/(B8+kat+ks)J(x/W)} {241

Para invers3o no dominio do tempo, convém novamente expandir

a ultima func3o exponencial na série de Taylor (Sheppard, 1962):

U(x,8) = %2 expl-8(x/W) (1 + Q8°)] - expl-(ks + ks5)Q8" (x/W)]

[25]
+ e [exp[—s(x/W)(l + Q8°)] ¢ expl-(ka + ks)Q0 " (x/W)]
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[25]

= [(kskaQ8 ) (x/W)I"
n=21 nl (g + kg + ks )"

A invers3do da equacdo [2D] para o dominio do tempo produsz:

u(x,t) = ;g expl-(ka+ks)Q0 " (x/W)] - B[t - —§~(1 + QG')}

de
+ T2 exp[-(kas+ks)Q8 " (x/W)] - expl(katks)(t-x,/W)]
[26]

. 5 [kakaQ8" (x/W)1" (t-x/W)n—1

n=1 n! (n-1)!

S '
[ W (1 + Q6 )]

onde O6[t-x/W(1+Q0°)] é uma funcido impulso, retardada pelo
fator (1 + Q67) e S[t—-x/W(1+Q87)] é& uma funcdo degrau. Note-se
que a equacdo [26] estA simplificada em relaclo & equagdo [18],
embora ainda possa ser considerada bastante complexa. O primeiro
termo (primeira 1linha) descreve o pulso do tracador que agora
caminha num espag¢o expandido (espaco extracelular e o espago do
primeiro estoque intracelular). Este pulso é atenuado
progressivamente pela funcd3o exponencial expl[-(ka+ks)Q8 " (x/W)],
que descreve a metabolizacdo (ks) e a entrada no segundo estoque
(ks). O segundo termo descreve o tragador que teve acesso ao
segundo estoque, escapou A& metabolizacdo e agora retorna ao
espago extracelular.

Se o primeiro estoque consistir na membrana plasmAtica e suas
circunvizinhangcas, o esquema da Figura 3 pode ser modificado
para aquele que aparece na Figura 4. Este esquema interessa
particularmente no caso do octanoato pelas razdes JjA expostas na
Introduc8do. No mecanismo da Figura 4 torna-se inverossimel a

ligacdo a algum componente adicional no primeiro estoque, uma
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vez que se trata de uma espécie de dissolucdo num ambiente ou
solvente n8o-aquoso. E improvavel, também, uma transformac¢fo
metabdélica direta na fase lipidica da membrana, motivo pelo
qual, ks pode ser considerado como igual a zero. A passagem para
o restante da célula pode ser lenta e reversivel, o que faréd com
que kaz e ka sejam pequenos em comparac8o com ki e kz. A egquacho
que descreve os eventos da Figura 4 & igual A3quela que descreve
os eventos da Figura 3 (equac8o [26]), exceto pelo fato de que ks
é igual a zero. Como se pode verificar facilmente, se na equacdo
[26] ks for igual a zero, a sua forma geral n3o se altera. Ainda
no caso de uma distribuicdo na fase lipidica da membrana, pode
ser que Q seja muito pequeno, jJ4 que este parlmetro é, na
verdade, a razBo do espaco aparente do tracador na membrana e
suas adjacéncias para o espaco extracelular. Se Q for muito
pequeno, pode ocorrer que Q07 << 1. Em termos matematicos, as
condic®es ks = 0O e Q8" << 1 transformam a equacBo [26] na

seguinte express3o:

w(x,t) = %ﬂ exp[-kaQ0  (x/W)] - 8[t - x/W]

a

+ %E expl[-kaQ8’ (x/W)] - expl(ka+ks)(t-x/W)]

a

[27]

- (xS n (- n-1
. 3 [kakaQ8 (x/W)I" (t-x/W) . St - x/W]

n=1 n! (n-1)!

2.2.2.3. ks e ka tendem ao infinito

Esta condic3o estd esquematizada na Figura 5. Intuitiva-

mente, nesta situacdo torna-se impossivel distinguir experimen-
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Figura 5. Esquema dos movimentos de um tracador ligado a
componentes extra- e Intracelulares, metabolizdvel e com acesso
muilto rdpido a um segundo estoque Intracelular. Os simbolos
utilizados tém os seguintes significados: Alb, albumina livre no
espaco extracelular; ue, tracador livre no espaco extracelular;

Alb-u, tracador complexado com a albumina no espaco extracelular;
u, tracador livre mais complexado no espaco extracelular; X,
componente(s) intracelular(es) que liga(m) o tracgador no
primeiro estoque; Y, componente(s) intracelular(es) que liga(m) a
subst&ncia no segundo estoque; ve, tracador livre no primeiro
estoque intracelular; zf, tracador livre no segundo estoque
intracelular; X-v, tracador complexado no primeiro estoque; Y-z,
tracador complexado no segundo estoque; v, tracador livre mais
complexado mno primeiro estoque intracelular; z, tracador livre
mais complexado no segundo estoque; M, membrana celular; P* e Q*,
produtos de metabolizac3o marcados no primeiro e segundo
estoques, respectivamente.



Baces MatomaAticas 65

talmente os dois estoques celulares, pols eles estardo sempre em
equilibrio. Matematicamente pode-se analisar esta condicdo,
partindo da equacdo [14]. Dividindo o numerador e o denominador
do terceiro termo em colchetes por ka, assumindo ks = ® e kg = @,
eliminando ' o termos n3o significativos, e rearranjando, obtém-

ge:

) k1k26"/(1+ka/ka) _U0(0,8)
8 + k10" - o5 TE; 7 ks ¥ (ka/Ka)Kel/(1#ka/kKa)| = W

2 &
+
=5 a

(28]

A solucdo desta equagl8o diferencial, Juntamente com a

condicdo inicial dada pela equac8o [4] é:

O(x,8) = 22 expl-s(x/W) - expl[-ki18 (x/W)]
Fa [29]

[(k1ik=28")/(1+ka/ka) ] (x/W)
T EXPIS T Tkz + ks ¥ (ka/kKa)kel/(1+ka/ka)

Mais uma vez, convém expandir a Gltima func¢do exponencial na

série de Taylor (Sheppard, 1962):

a(x,S) = %g expl-8(x/W)] - expl[-ki87 (x/W)]

y 30 [exp[—s(x/W)] . expl-k18" (x/W)]

[{30]
) {[(k1k=26")/(1+ka/ka) ] (x/W)}"
n=1 pn!{s + [k=z + ke + (ka/ka)ksl/(l+ka/ka)}"

Com a invers®o da equacfo [30] para o dominio do tempo obtém-

se:
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u(x,t) = ? expl-k10" (x/W)]1 6[t - x/W]

+ %2 expl-k16” (x/W)]
o [31]
- exp{[(kz + ks + kske/ka)/(1+ka/ka)1[t - x/W1}

o {[kik=20"/(1+k3/ka) ] (x/W)}"(t - x/W)n-1
21 T (n=1)7

n

5(t - x/W)

Deve-se comentar com relac3o A& eguac8o [31] que, experimental-

mente, kz, ks e ks n3o poderdo ser determinados, mas sim apenas

k2(1 + ka/ka) como constante aparente de efluxo; e, (ks +

(ka/ka)ks)/(1 + ka/ka), como constante aparente de metabolizac8o.

Isto porque, cineticamente, o espaco celular s6 pode ser visto

como um unico estoque.

2.2.2.4. A condic8o ka = 0

Se ka = O, n3o ha retorno do segundo estoque, o que leva A&

situacBo esquematizada na Figura 6. NBo havendo tracador que

retorne do segundo estoque ao espaco extracelular, ke também n3o

poderd ser determinado. Matematicamente pode-se derivar a

express8o correspondente partindo da equacio [12]. Se, na equacho

(121, ka for igual a zero, ela se reduz a:

~ d0 k16" (8 + ks) k1kaUe’ _ Seo
8U + Wz + {57 k= ¥ k= 7 k&) 67 k= 7 ks + kay| - 00-8)
(321

Rearranjando nos moldes ja vistos anteriormente, obtém-se:
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Figura 6. Esquema dos movimentos de um tragador ligado a

componentes extra- e Intracelulares, com entrada irreversivel num
segundo estoque intracelular, podendo ainda sofrer transformacfes

metabdélicas iIrreversiveis. Os simbolos utilizados tém os
seguintes significados: Alb, albumina livre no espacgo

extracelular; ue, tracador livre no espa¢o extracelular; Alb-u,
tragcador complexado com a albumina no espaco extracelular; u,

tracador 1livre mais complexado no espaco extracelular; X,
componente(8s) intracelular(es) que 1liga(m) o tragador no

primeiro estoque; Y, componente(s) intracelular(es) que liga(m) o
tracador no segundo estoque; ve, tracador livre no primeiro

estoque intracelular; zsg, tragcador livre no segundo estoque
intracelular; X-v, tracador complexado no primeiro estoque; Y-z,

tracador complexado no segundo estoque; v, tracador 1livre mais
complexado no primeiro estoque intracelular; z, tracador livre

mais complexado no segundo estoque; M, membrana celular; P* e Q*,
produtos de metabolizacdo marcados no primeiro e segundo

estoques, respectivamente.
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dl . U ' ka0 k16 k= _ 0c0,8)
xt wiet kY T T E TR T W (33]
A solucd3o para a equac8o diferencial [33] é:
O(x,8) = %3 expl-s(x/W) - expl-ki® (x/W)]
e [34]
ki1k=8"(x/W)
eXPls = ko + ka + ks
Expandindo na sérile de Taylor, como as anteriores:
U(x,8) = %ﬁ expl-8(x/W)] - expl[-ki8 (x/W)]
a
[35]

+ %ﬂ [exp[—s(x/W)3 - expl-k18~ (x/W)]

o [(kik=28")(x/W)]I"
n21 pnl(s + k=2 + ka + ks)"

E, finalmente, invertendo para o dominio do tempo, obtém-se

a expressfio final:

u(x,t) = %E expl-k10 (x/W)] 8[t - x/W]

+ %E exp[-k18 " (x/W)] expl(kz +ka + ks)(t - x/W)]

) . _ [36]
.op [(kik20 ) (XMW (L = XMW o0 4wy
n=1 n! (n—l)!

Note-se que, experimentalmente, ks e ks n8o poderfo eer

determinados. Apenas a sua soma, i.e., (ka + ks), poderid eer
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determinada, o que corresponde a uma constante aparente de

metabolizac3o. Deve-se notar ainda que, em termos de parfmetros

determindveis, a equac3o [36] ndo difere das equacdes [27] e

[31], o que, em casos experimentais concretos, gera problemas

para a distinc3o entre os possivels mecaniemos.

2.2.2.5. A condigcdo ka = 0O

A condic3o ka = 0 significa auséncia de um segundo estoque,

conforme esquematizado na Figura 7. Esta é, na verdade, a

situacBo0 mais simplee poessivel para um tracgador que troca com o

espaco celular e & metabolizado irreversivelmente. Com ka = O,

a equac8o [12] reduz-se a

- dai k1087 (8 + ks)
sU + W ax + CERTEERTY

] = U(0,s), [(37]

o que equivale a:

u
ax

k16 k2 ] _ U(0,8) (381

(8 + k2 + ks) W

=icl

[S + k10" -

A equac3o [38] é muito semelhante A eguac8o [33]. Sua forma

final, apds integrac3o, expansBo em série do termo pertinente e

invers3o para o dominio do tempo, fica sendo:

u(x,t) = %E expl-k10° (x/W)] 8[t - x/W]

a

+ %E exp[-k18 (x/W)] expl(kz + ks)(t - x/W)]
[391]
2 [(kik=20 ) (x/W)I"(t - x/W)n-1

"ne1 nl (n-1)!

S(t - x/W)
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Figura 7. Esquema dos movimentos de um tracador ligado a
componentes extra— e lntracelulares, que se distribui intracelu-
larmente num tinico estoque e que pode ainda sofrer transformacfo
metabélica 1rreversivel. Os simbolos utilizados tém os seguintes

significados: Alb, albumina livre no espaco extracelular; us,
tracador livre no espago extracelular; Alb-u, tracador complexado
com a albumina no espaco extracelular; u, tracador livre mais
complexado no espaco extracelular; X, componente(s) intracelu-
lar(es) que liga(m) o tracador intracelularmente; ve. tracador
livre no espaco intracelular; X-v, tracador complexado no espago
intracelular; v, tracador 1livre mais complexado no espagco
intracelular; M, membrana celular; P*, produto de metabolizac8o

marcado.
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A equac8o [39] apresenta a mesma forma que as equacdes [27], [31]

e [36]. Isto significa que, a distinc3o0 entre os mecaniesmos dag

Figuras 5, 6 e 7 e o da Figura 4 no caso de Q8° << 1, necessita

de critérios adicionais que n3o o simples ajuste da equacB8o aos

dados experimentais.
2.2.2.6. ki, kz, kz e ks tendem aco infinito

A condic3o em que todas as constantes de velocidade para

aceeso e saida de todoe os compartimentos 30 muito grandes

(Figura 8), é o que se denomina normalmente de distribuiclo

limitada pelo fluxo (Goresky et al., 1970). Matematicamente, a

expressfio que descreve o fendmeno € simples em comparac8c com a

maioria dos casos anteriores. Pode-se partir da equac3o [22], que

J& é vAlida para ki = @ e kz = . Multiplicando e dividindo o

segundo termo em colchetes por ka4, assumindo ks = ® e ka = o,

definindo ka/k4a = ¥, e rearranjando, obtém-se:

an 0(0,8)

U
* [8(1 + Q8" + Q0°®) + Q0" (ks + ¥ks)| = A (40]

3

A solucdo para a equac8o [40], considerando a condig8o inicial da

equacdo [4], é:

U(x,s) = ;E exp[-8(1+Q0° +Q6 &)x/W]-exp[-Q0 " (ks+Tke )x,/W] [41]

A invers3o para o dominio do tempo (Sheppard, 1962) produz:

u(x,t) = ;g exp[-Q8° (ks+%kes)x/W] S[t - x/W(1+Q0 +Q6°3)] [(42]
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Figura 8. Esquema dos movimentos de um tracador ligado a
componentes extra- e intracelulares, metabolizdvel e com acesso
muito rdpido a todos os estoques Intracelulares. Os simbolos
utilizados tém os seguintes significados: Alb, albumina livre no
espaco extracelular; ur, tracador livre no espaco extracelular;
Alb-u, tracador complexado com a albumina no espaco extracelular;
u, tragador livre mais complexado no espaco extracelular; X,
componente(s) intracelular(es) aque 1liga(m) o tracador no
primeiro estoque; Y, componente(e) intracelular(es) que liga(m) a
substéncia no segundo estoque; ve, tragcador livre no primeiro
estogue intracelular; zs, tragador livre no segundo estogque
intracelular; X-v, tracador complexado no primeiro estoque; Y-z,
tragador complexado no segundo estoque; v, tracador 1livre mais
complexado no primeiro estoque intracelular; z, tracador 1livre
males complexado no segundo estoque; M, membrana celular; P* e Q*,
produtos de metabolizacdo marcados no primeiro e segundo
estoques, respectivamente.
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De acordo com a equacdo [42], um tracgador que se distribui de

maneira limitada pelo fluxo em todo o espago celular, se for

introduzido no sinus6ide na forma de um pulso, move-se como um

pulso ao 1longo do sinuséide, sendo a quantidade de tracador

atenuada exbonencialmente rela transformacdo metabdlica.

Se n3o houver transformacBo metabblica, i1.e., se ks e ke

forem nulos, o termo exponencial na equac3o [42] desaparece. E o

que ocorre, por exemplo com a dgua triciada ([3H]H=20). Além

disto, para a &dgua triciada ki = kz, o que significa, para este

tracador, que Q8° = kiB8'/kz = 8" = Vi,/Va. O parémetro &, que &

igual a ka/ka, pode ser considerado como nulo, pois para a &gua

triclada ks = 0, jd que ela se distribuil homogeneamente por todo

o espago celular. Desta forma, para o caso particular da 4&dgua

triciada, a equacdo [42] torna-se:

WK, t) = go ¢ 60t = (x/W)(1467)] [43]

Como se verd logo adiante, a equac8o [43], na forma ampliada para
o figado inteiro, tem considerdvel interesse prdtico na determi-

nacB8o do par&metro 6°.
2.2.2.7. A condicéo ks = 0 esou ke = 0

Pode ser que em qualquer dos mecanismos mostrados nas Figuras
2 a 8, (1) ambas, ou (2) uma das constantes de velocidade de
metabolizacdo tenham valor nulo. O caso (1) significa auséncia
total de metabolismo; no caso (2), o metabolismo se restringe a
um dos estoques. Qualquer que seja a situac8o, a forma

fundamental da equacdo correspondente n8o ¢é alterada. Apenas
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gerdo eliminados os termos em que, conforme o caso, aparecam Ks

ou ks.

2.2.3. A resposta do érgdo iInteiro a8 Injec8o de um tracador:

integracdo da resposta de todos os sinusdlides

Nunca ¢ demais enfatizar que todas as equacdes derivadas no
item 2.2.2. descrevem os eventos ao longo de um unico sinuséide.
0 figado, no entanto, & formado por um numero muito grande de
sinuséides e a resposta total do 6rgdo serd necessariamente a
soma de todos eles. A maneira de fazer 1isto fol descrita
originalmente por Goresky et al. (1970) para o figado do c8o in
vivo. O raciocinio é vAlido, no entanto, também para o figado de
rato perfundido isoladamente com meio 1livre de hemoglobina,
conforme demonstrado por Bracht et al. (1980). Na formulaghBo de
Goresky et al. (1970) assume-se que o tempo de trénsito pelos
grandes vasos ¢é uniforme e que a resposta do oOrgdo decorre
basicamente da heterogeneidade dos tempos de trénsito pelos
sinusbides. Com base nisto e definindo: q, &a quantidade do
tracador injetado na veia porta; Q@ (t), a quantidade do tracador
que aparece no perfusado efluente por unidade de tempo; 7T, O
tempo de trénsito varidvel pelos sinuséides; to, o tempo de
trénsito uniforme pelos grandes vasos, ou, no caso do figado em
perfus3o isolada, o tempo de trénsito entre o local de injecso
dos tracadores e a entrada nos sinus6éides mais o tempo entre a
saida do espaco sinusoidal e o local de coleta do perfusado; W,
o comprimento dos sinus6ides (ver item 2.2.2. para definicBo de

W); f(v)dTt, a frac3o dos sinuséides com tempo de trénsito entre T

e T + dr, com Jo f(t) dT = 1; pode-se somar as respostas de todos

o8 sinuséides da maneira como segue (Goresky et al., 1970):
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Q7 (t) = q J“ Fo uWr,t-to) f(T) dr [44]

o Qe
u(Wt,t-to) €é a fun¢cBo que descreve o comportamento do tragador
num Gnico sinusdide.

Se F & o fluxo total pelo 6rgdo, pode-se considerar que a
razdo q/F (quantidade total injetada/fluxo total) é igual A raz8o
de/Fe, pols a quantidade de tracador que atinge cada sinuséide é
diretamente proporcional ao fluxo por cada sinuséide. Assim

sendo, pode-se substituir q(Fe/qe), na equacdo [44], por F:

Q(t) = F J“ WWT, t-to) F(T) dT [45]

Analisando a equac3o [45] verifica-se que, na funcBo que
descreve a resposta do sinuséide, o tempo t foli encurtado em to.
Além disto, a variavel x, que é qualquer ponto ao longo do
sinus6ide, fol substituida pelo produto da velocidade linear ao
longo do sinuséide (W; espaco/tempo) com o tempo de trénsito pelo
sinus6ide (T, tempo).

A funcBo f(71), pelas definicdes feitas acima, corresponde A
distribuicdo de frequéncia dos tempos de trénsito pelos
sinus6ides. Esta func3o deve variar de figado para figado, sendo
funcdo do tamanho, fluxo e outras variAvels de dificil previsfo.
Pode-se demonstrar, no entanto, que esta func®o coincide com a
curva de diluicdo de uma substBncia que n8o tem acesso ao espa-
co celular, como é o caso da albumina, por exemplo. A resposta de
um Gnico sinus6ide & entrada de um pulso de albumina marcada pode
ser descrita pela equacdo [21]. Substituindo-se na equac8o [45] o
valor da funcdo u(Wr,t-to) dado pela equac8Bo [21], obtém-se

Q e1b(t) = F IO 3§i3 §(t - to - Wr) f(r) dr, [46]
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sendo Q sa1n(t) a quantidade do tracador que aparece no perfusado
efluente por unidade de tempo. Note-se que qe/Fe foi substituido
por de1v/F (Bendo gair» a quantidade de albumina marcada
injetada), t fol substituido por t - to e x/W por Wr. A in-
tegracdo da equacBo [46], de acordo com as particularidades da
funcdo impulso (Sheppard, 1962) produz

Q a1v(t) = amiv F(T), (471
o que significa que
f(7T) = Q@ arv(t)/g9alp = Qaiw(t), (48]

sendo Qai1b(t) a fracdo do tracador injetado que aparece no
perfusado efluente por unidade de tempo. A equac3do (48] mostra
que a func3o de distribuic8o de frequéncia dos tempos de trénsito
pelos sinusbéides pode ser obtida experimentalmente através da
curva de diluic80 normalizada de uma substincia, gque como a
albumina marcada, n3o tem acesso ao espaco celular.

A equac®o [46] pode agora ser reescrita numa forma mais ade-

quada que é

Q°(t) = F Jm u(Wr,t-to) Qain(T+te) dT [49]

Resolvido o problema da func3o de distribuicdo de frequén-
cia doe tempos de trénsito, pode-se agora introduzir para u(Wr,t-
to), na equac8o [49], as diversas expressdes derivadas no Iitem
anterior para cada situac®o particular. Para o caso do esquema da
Figura 2, a funééo pertinente é a equag8o [18]. Novamente, fa-

zendo qe/Fe = @/F e x/W = Wr, encurtando t em to, fazendo Q(t) =
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Q°(t)/a, substituindo e integrando, obtém-se:

Q(t) = Qalb(t} - expl-ki1©0 " (t-to)]

=]

+ I“‘”°exp[—kle'71 Qa1u(T + to) [ expla(t-te-T)]

z [k16 "ka(at+tkat+ks)TI" (t-to-T)n~1

“nS1 (a—B)" nT(n-1)1 + explB(t-to-1)]

o [K18 ko (B+katks)T]" (t-to-T)n—1 t—to
! (B-a)™ nl(a-1)7 * j expla(€-T)]

= [k18 kz(at+ka+kse)T]I" (€-T)n-21
'n§1 (=) nl(n-1)! - explB(t-to-71)]

o= (k16 kz(B+ka+tks)TI" (t-to-€)n-2
nZ1 B-a)™ nl (o=}

de ] dr [1A]

Os simbolos tém todos o8 mesmos significados Ja definidos

anteriormente. A equac8o [1A] é a descric8o adequada de uma curva
de diluic3o de um tracador injetado na vela porta e que esteja

sujeito aos eventos esquematizados na Figura 2. A funcdo é
bastante complexa, sem davida, mas pode ser calculada com os
modernos microcomputadores. Ela é Gtil, porque se for feito um
ajuste de minimos quadrados da equacBo aos dadog experimentais,
existe a possibilidade da obtenc¥o dos valores das constantes de
velocidade (ver Materlals e Métodos).

Conforme foi visto no item anterior, hd gquatro condicfSes es-
pecials para as quais a equacBo que descreve a passagem de um
pulso pelo sinusdéide tem a mesma forma em termos de parémetros
determinsveis. Recapitulando, s&o elas: (1) quando ki —> @, k=
— 3o e Q8" << 1 (equacdo [27], Figuras 3 e 4); (2) quando ka —
© e ka4 —3 © (equacdo [31] e Figura 5); (3) gquando ka = O
(equacdo [36] e Figura 6); e, (4) quando ka = 0 (equac8o [39],
Figura 7). Para derivar a resposta total do figado nestes quatro
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casos, convém renomear as constantes de velocidade determinaveis.
Assim a constante de velocidade de influxo fica sendo kin, a de

efluxo ker € a de metabolizacdo kmet. O significado destas novas

constantes, em termos das constantes de velocidade dos esquemas

das Figuras 3 a 7, estd mostrado na Tabela 3. Note-se que kin 86
ndo coincide com ki no caso (1), o mesmo nBo ocorrendo com ker e

kmet, cujos significados podem ser male complexos, principalmente
Kkmet. Introduzindo as equac@es [27], [31], [36] ou [39], com as

constantes redefinidas., na equacdo [49] e integrando obtém-se:

Q(t) = Qaib(t) - exp [-kinB (t-to)]

+ expl-(keft+kmet)(t-to)]
[2A1]

t—-to
. Jo expl (kef+kmat-kK1n8 )7T] * Qaiv(t+to)

.3 (Kinke£8 T)" (t-to-T)P-1
n=1 n! (n-1)!

dr

A equac3o [26], que descreve as condicdes da Figura 3, il.e.,
ki e ke —> o, ka e ka finitos e Q6° significativo, quando

introduzida na equac8o [49] produz, apds integracBo:

1 t-to
Q(t) = 1300~ Qalb[ré:ggv; + to] - expl[-Q8 7 (ka+ks)(t - to)l

+ r““ expl-(ka + k8)(t - to - T)] [3A]
(]
- exp(-Q8°" (ks + ks)T] - 1 Qalv —T _ + to
1400 140"

o (kakaQB® ' T)"(t - to - T)P"?

"n&1 n'(n - 1)/ ar
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Tabela 3

Significado dos parédmetros determindveis das condi¢cdes especlals
delineadas nas Figuras 4, 5, 6 e 7, respectivamente, em termos
das constantes de velocldade. As relacBes podem ser deduzidas
das equaoﬁeg [271, [311, [36] e [38], respectivamente.

Condic8o Paré&metro Significado
determinavel dos parémetros
ki —> o, Kin Qkas
k2 —> m,
ke = 0 e kar ka
N8~ << 1
kmet. ke
ks —3 © e kKin k1
ka —» @
k2
k e
sf 1 + ka/ka
ks (ka/kadks
kmet T7ka/ka ¢ 1+ks/Ka
ka = O kKin ki
ker ko
Kkmet ka + ks
ka = 0 kKin k1
ker k=

kme t kB
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Na. forma, a equac3o [3A] & semelhante 3 equacB8o [2A], porém
hd uma importante diferenga que é a curva da referéncia. Como,
neste caso, o espaco ao qual o tracador tem acesso limitado pelo
fluxo n3o0 se restringe ao espaco extracelular, a referéncia
adequada n3#o é a curva de diluic8o da albumina marcada ou de
qualquer outro indicador para o espago extracelular. A referéncia
adequada seria um tracador n8o metabolizAvel, com acesso limitado
pelo fluxo ao primeiro estoque e que ndo entra no segundo estoque
(i1.e., para a qual ka = 0). Achar tal substéncia é tarefa muito
dificil. Pode-se, no entanto, conforme prevé a equac8o [3A],

utilizar a curva de diluicBo da préopria albumina marcada, po-

1 t -t
rém transformada. Assim, o8 termos yiom— Qalb[}IIQGi + to] e

1 T
1500~ Qalb[iiggv + to] representam esta curva de diluicdo trans-

formada. da albumina. O primeiro € a curva da albumina no tempo
[(t-to)/(14Q8°) + to] dividida pelo fator (1+Q07); e a segunda,
é a curva da albumina no tempo [T/(14Q87) + tol, também
dividida por (1+Q6°). A curva transformada da albumina pode ser
calculada através de métodos numéricos (ver Materiais e Métodos).

Uma andlise cuidadosa da equacdo [3A] revela que ha quatro
coeficientes e cinco constantes. Por isto, apenas Q (= ki/k=z),
(ks + ks), (ka + ke) e (kaka) podem ser determinados, desde que
6° e to sejam conhecidos (ver adiante). Para determinar cada uma
das constantes seria necessdrio obter uma estimativa independente
de pelo menos uma delas, ou ainda, ter uma curva de diluicBo de
um dos produtos de metabolizacd3o.

O caso da situacdo em que o primeiro estoque é o tracador que

entra rapidamente na membrana plasmdtica é mais simples. Neste
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caso ks = 0, pols é improvdvel que haja metabolismo no interior
da membrana plasmética. A resposta de um uUnico sinuséide & dado
pela equac8o [27], que se for introduzida na equagdo [49] produz,

por integracdo:

1 t-to
Q(t) = 1700 Qalb[T;IQQv% + to} - exp[-Q8"ka(t - to)]

+ It_t° expl-(ka + ks)(t - to — T)] [4A]

o

1
- expl[-Q8 " kat] - 1500~ Qalb[nggv + to]

. ¢ (kakaQ0 T)"(t - to - T)n1
n=1 n'(n - 1)!

dr

Na equacdo [4A] todos os parBmetros podem ser determinados. Para

o caso em que ka = 0 ou mesmo ka << ks, a equac8o [4A] torna-se:

1 t-to
Q(t) = 1706~ Qalb[réiggv% + to} - exp[-Q8 " ka(t - to)] [BA]

Neste caso, apenas Q e ks poder3o ser determinados. Note-se que a

equacBo [HBA] descreve também o caso em que a metabolizacho,

jrreversivel, ocorre apenas no estoque ao qual o tracador tem

acesso limitado pelo fluxo (Kelmer-Bracht et al., 1893) mesmo que

se trate da membrana plasmatica. Neste caso, ks passa a

significar a constante de metabolizacBo (EKmet).

A equacBo que descreve distribuic8o limitada pelo fluxo em

todo o espaco intracelular (equacd3o [42]), quando introduzida na

equacdo [49], produz, por integracBo:
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1
Q(t) = I700° 50073 Qalb[m + to expl[-0Q8° " (ks+®ks)(t - to)]

[6A]

Note-se que a forma da equacdo [6A] é idéntica A& da equaclo [HA].
Mais wuma vez, a referéncia adequada é€ uma curva de diluicéo
transformada da albumina marcada. Nenhuma constante pode ser
determinada, e s8im, apenas as combinagdes (Q8° + Q6°%) e
Q8 (ks+Pks) .

A equac8o [43], que descreve o comportamento de um pulso de
dgua triciada num tGnico einusbéide, quando introduzida na equacdo

[{49] produz, por integracdo:

Q) = 0 Qalb[i_;—g_? + to} [7A]
De acordo com a equacBo [7A], deveria ser possivel transformar
linearmente a curva de diluic3o da Agua triciada de modo a que
esta se sobreponha 3 da albumina marcada (ou vice-versa), desde
que 1isto seja feito com valores otimizados de 8° e to. Disto
resulta que a equacdo [7A] possibilita’a obtencB8o dos parémetros

8° e to, embutidos nas equacdes [1A] a [6A], o que & indispensa-

vel para o cdlculo dae constantes de velocidade.

2.2.4. O modelo de dols estoques em condic¢8es

de estado estaclondrio

Experimentos com tracadores s8o um meio, portanto, de obter
constantes de velocidade. Deve-se ter em mente, porém, que o8

tracadores (substéncias marcadas) s3o introduzidos num sistema no
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Figura 9. Esquema dos movimentos de uma substéncilia metabolizdvel,
ligada a componentes extra— e intracelulares e que se distribul
intracelularmente em dols estogques. Os simbolos utilizados tém os
seguintes significados: Alb, albumina livre no espaco
extracelular; Ces, substfncia livre no espago extracelular;
Alb-C, substéncia complexada com a albumina no espaco
extracelular; Ce, substéncia livre mais complexada no espacgo
extracelular; X, componente(s) intracelular(es) que liga(m) a
substéncia no primeiro estoque; Y, componente(s) intracelular(es)
que ligam a substéncia no segundo estoque; Ciif, substéncia livre
no primeiro estoque intracelular; Cizs, substéncia livre no
segundo estogue intracelular; X-C, substéncia complexada no
primeiro estoque; Y-C, substéncia complexada no segundo estoque;
Ci1, substdncia 1livre mais complexada no primeiro estoque
intracelular; Ciz, substédncia livre mais complexada no segundo
estoque; fi e f=z, constantes de velocidade para influxo e efluxo,
respectivamente, das formas livres; faz e fa, constantes de
velocidade para entrada e saida do segundo estoque, respecti-
vamente, das formas livres; fs e fe, constantes de velocidade pa-
ra metabolizac3o das formas livres no primeiro e segundo esto-
ques, respectivamente; M, membrana celular; P e Q, os produtos
de metabolizac3o no primeiro e segundo estoques, respectivamente.
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qual aes substélncias n#o-marcadas estd3o em estado estacionédrio
(steady-state). Como 830 tracadores, i1.e., est80 presentes em
quantidades-traco, eles nd3o alteram significativamente as
concentractes e o estado estaciondrio estabelecido anteriormente.
Assim, os tracadores, excluido apenas um minimo efeito isotépico,
comportam-se exatamente como as substéncias nSo-marcadas. Os
valores das constantes de velocidade determinadas com tracgadores,
consequentemente, 830 vAllidos também para as substincliaes n8o-
marcadas, nas concentracdes e demails condicBes especificas dos
experimentos. O comportamento das substéncias n3#o-marcadas em
estado estaciondrio pode ser esquematizado da mesma maneira que o
comportamento dos tracadores. A Figura 9, por exemplo,
esquematiza o modelo de dois estoques Iintracelulares para a
substéincia n8o-marcada. 0Os movimentos s8o os mesmos daquele do
tragador (Figura 2), mas a simbologia utilizada & diferente. A
concentrac8o da substAncla no espago extracelular &€ representada
por Ce, a concentrac3o no primeiro estoque é Cii e a concentraclo
no segundo estoque é Ciz. A diferenca entre Ce (Figura 9) e u
(Figura 2) é que u é funcdo do tempo, enquanto que Ca, Justamente
porque o tracador somente é introduzido quando o sistema tiver
atingido o estado estaciondrio, n3o é func8Bo do tempo. O mesmo
vale para as demais concentrac®es. A Figura 9 mostra também o
significado das constantes de velocidade, JA que a substéncia
pode estar na forma ligada em cada um dos compartimentos. Assim,
fi, f=, fa, fa, fs e fe 830 as constantes de velocidade para as
formas 1livres da substéncia. Elas coincidem com ki, kz, etc.
apenas se toda a substlncia estiver na forma livre (i.e., Cez =
Ce, etc.). Raramente se pode determinar as constantes de
velocidade das formas livres. Isto somente seréa possivel se a
concentracdo livre for conhecida, o que para os estoques

intracelulares quase nunca €& o0 caso. JA para o) espaco



Bacses Matemd&ticas 85

extracelular isto é possivel desde que se conhegcam as constantes
de dissociacdo dos complexos proteina-ligante (ver Materials e
Métodos) .

Pode-se escrever para a substlncia n3o-marcada o© mesmo
sistema de' equag®es parcials diferenciais JA utilizado para

descrever o comportamento do tracador:

Z_Si * wg-—}c-{i + e’ag';l ¥ e'ag:'d + k86 °Ci1i + ke® Ciz = O [50]
§§%i = k1Ce - k2Ci1 - kaCii - ksCii + kaCiz [561]
agtz = kaCsi1 - kaCsiz - kaCiz [62]
Em condic¢c8es de estado estaciondrio, no entanto, 3C11/Qt = O

e 3C12/@t = 0. Portanto,
k1Ce - k2Ci1i - kaCii - ksCii + kaCiz =0 e [53]
kaCi1 — kaCiz - keCiz = 0 [54]

Examinando as equacdes [53] e [H64] verifica-se que elae contém
trés varidveis: Ce, Ci1 e Ciz2. Ce & a concentracdo extracelular,
varidvel que pode ser medida diretamente. Restam duas incé6gnitas,
que podem ser calculadas caso as constantes de velocidade tenham
sido determinadas. Assim, a solucBo de estado estacionArio pode
ser obtida independentemente do tempo e do espaco. Por isto
mesmo, as equacdes [H50] a [H2], vAlidas a principio apenas para
um dnico sinuséide, podem ser estendidas para o figado inteiro.
Umn exame das equacBes [53] e [H4] revela que cada termo € um

produto de uma concentracdo e uma constante de velocidade, o que
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resulta em velocidade de transformac30 ou paesagem de um
compartimento para outro. Pode-se, portanto, rearranjando as
equactes [53] e [54], e desde que se esteja de posse do valor das
constantes de velocidade, calcular as velocidades com que ocorrem
os movimentos e transformacdes esquematizados na Figura 9.
Seguindo este raciocinio, a velocidade de passagem do espaco

extracelular para o primeiro estoque celular (Fini) & dada por

Fini = ki-Ce [BA]

A velocidade de retorno do primeiro estoque celular para o

espaco extracelular (Feri), por sua vez, pode ser calculada como

Feri = kz-Ciz [BA]

Da mesma forma, as velocidades de passagem do primeiro para o

segundo estoque (Finz2) e retorno do segundo para o primeiro

estoque (Ferz) s3o lguals a

Finz = ka-Ci1 e {10A]
Farz = ka-Ciz, [11A]
respectivamente.

A velocidade de metabolizac8o (Fmet), por outro lado, & dada

por

Fmet = Fari - Fini [12A]

pols em condic®Ges de estmdo estaciondrio a velocidade de metabo-
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lizac%0 coincide com o fluxo liquido através da membrana. Porém,

Fmaet também & dado por

Fmet = ks-Cii + ke-Ciz [13A]

Para calcular todas as velocidades, exceto Fini, €é necessério
derivar expressdes para o chAlculo de Cii e Ci2, ou, derivar
expressdes que relacionem as velocidades diretamente com Ca. GSe

for adotada a segunda alternativa, chega-se as seguintes

expressdes para o cédlculo das velocidadee:

kike(ka + ks)Ca

For1 = kzka + kzke + kake + kaks + kske [14A]

Finz = kika(ka + ks)Ca ] [15A]

kzka + kzks + kske + kaks + ksks

Forz = kiksk4Ca o [16A]

kzka + kzke + kske + kaks + kske

kiks(ka + ks)Ca + kikskeCe

Fmet = kzka + kzke + kaks + kaks + keks [17A]
Isto decorre do fato de que Cii e Ciz s80 dados por
ki1(ka + ks)Ce
Ci1 = popr T kake T kake + kake + koke L18A]
Cim = k1kaCa [19A]

kzka + kzke + kake + kaks + kske

Aes equacdes [14A1-[17A] foram obtidas resolvendo algebricamente

as equacdes [H53] e [DBb4] para Cii e Ciz2z e introduzindo os

resultados nag equacdes [9A]-[13A].
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As equacgtes [14A]1-[17A] modificam-se quando sapenas trés
parmetros puderem ser determinados. Conforme fol visto anterior-

mente (ver Figuras 4 a 7 e Tabela 3), isto ocorre gquando (1) ki e
kz tendem ao infinito e Q87 << 1, (2) quando ks e ka tendem ao

infinito, (3) quando ks tende para zero e (4) quando ka4 tende
para zero. Em cada um destes casos, apenasg uma velocidade de

influxo aparente (Finap) e uma velocidade de efluxo aparente
(Fetrap) poderdo ser determinadas, além, naturalmente, da

velocidade de metabolizacBo (Fmet). Para qualquer destes quatro
casos a velocidade de influxo possivel de ser determinada sera

dada por:

Finap = kin-Ca : [ZOA]

A velocidade de efluxo seréd igual a:

ke + kmet

E, finalmente, a velocidade de metabolizac8o serd igual a:

Frmet = Kinkmet Ce [22A]
kef + kmet

A Tabela 4 resume o significado de Fina; e Farepr em termos
das constantes de velocidade ki, kz, ks, etc. e em termos de
Fini, Feri, Finz e Ferz para cada um dos casos especiais. O
significado de Fmet em termos das constantes de velocidade também
estd mostrado. A Tabela 4 mostra também o significado da
express3o kinCe/(ker + kmet) para os quatro casos especiais. Para
ks = O e ka = O a expressdo é igual a Cii, a concentracBo do
primeiro estogque. Para ks e ka muito grandes, no entanto, a

express8o dard a soma das concentracdes nos dolis estoques, sendo
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Tabela 4

Significado das velocldades determindveis para as condi¢cbes
especlals delineadas nas Filguras 4, 5, 6 e 7, respectivamente, em
termos das constantes de velocidade e em termos dos fluxos entre
o espaco extracelular e os estoques Intracelulares. As relactes
podem ser deduzidas das equacdes [14A]1 a [19A]1. O simbolos g1 e
#2 representam as combinac®es (1 + ka/ka) e kaka/(1 + ksa/ka),
respectivamente.

Condigdo Velocidade Significado es Significado es Signiticado de
determindvel termos das constantes termos dos fluxos [kin/(het * knat!]Ca
de velocidade entre os  estogues
kl -> @, Fin-p kacu Ftnz
kz -) LA
ks = Qe F.f.p ankaC.!(k‘ + ka) F.fz clz
08 (< 1
Faet MkskoCa/ (haths) Faet
7\3 LN Fuug k).[:a Flnl
k. -ra
Fatan Kalka/pa)Cal [ha/fatkal/fathe/fs] Fetr Caall + k3/ka) =
Ciy + Caz
Faet [kt(kalﬁz)*kx(kalﬁz)]C-/[kzlﬁx*kalﬁz*kslﬁtl Faet
k4 =0 Fg".p klcn Flnl
Fatap hohaCaf/ (kathaths) Faer Cya
Frat kalhy + ks)Ca/lk2 ¢ k3 + ko) Faat
ka = 0 F!.nap klcc Ftnl
Fatan kakale/ (k2 ¢ ks) Faer Cir

Fnct klkﬂco/(kz + kS) Fnct
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impossivel determinar Cii para essas condicdes. Note que para a
condic3o em que ki e k= tendem ao infinito, Q8" << 1 e ks = 0, os
pardmetros calculados utilizando as férmulas [20A] e [21A]
referem-se na verdade ao s8egundo estogque celular, o que &
compreensivel, pois este estoque compreende quase que todo o
espaco celular.

Para a situacdo em que ki e kz tendem ao infinito, mas sem

que Q8" << 1, Fini e Feri também tendem ao infinito. Finz, Ferz e

Fmet, no entanto, podem ser calculados. Como esta é uma situac8o

potencialmente bastante provdvel para o octanoato, a Figura 10

esquematiza os movimentos em condic¢@es de estado estaciondrio, a

exemplo do que jad fol feito para o tracador na Figura 4. As

expresstes para o célculo das velocidades podem ser obtidas das
equacdes [16A), ([16A] e [17A], dividindo o numerador e o
denominador por kz, e desprezando os termos n8o-significativos.

Se o primeiro estogque consistir basicamente na membrana

plasmatica e adjacéncias, pode-se ainda considerar ke = 0, pelas

razdes JA expostas anteriormente. Com isto tem-se as seguintes

equacoes:
Finz = QkBCe, [23A]1
Farz = QkakaCe e [24A]
QkakeCe
Fmet. = m (25A]

Cii1 e Ciz 830 dados por

Cii1 = QCa e [26A]
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_ QkaCa

Cizg = ——M—
ka + ks

[27A]

Todas as velocidades calculadas usando as equac®es acima

estar3o referidas ao espaco aquoso celular. Isto €é decorréncia

das dimens®es das constantes de velocidade (Goresky et al.. 1970;
Ishil et al., 1987). Assim, as dimensdes de ki6  s8o (volume do

perfusado) -+ tempo-1 + (volume do perfusado)-1. Se 6"~ é (volume
aquoso celular)/(volume do perfusado), ki terd como dimensdes

(volume do perfusado) -+ tempo—1 - (volume aquoso celular)-1. Ce,
evidentemente tem como dimens®es (quantidade) - (volume perfu-
sado)-1. Todas as demais constantes, por outro lado tém as
dimensdes (volume celular) - tempo—1 - (volume celular)-21.

Ae equacdes [BA] a [27A] foram consideradas vAlidas para
qualquer local ao longo de qualquer sinuséide, i.e., para todo o
figado. Implicita nisto estd, no entanto, a suposicdo de que um
tnico valor de Ce é vadlido para gualquer local ao longo de
qualquer sinuséide. Isto n&%o é rigorosamente exato. Para analisar
um pouco melhor esta quest3o convém retomar as equacfes [50] a
[b2]. Aplicando a4 equacdo ([50] a condicéo de estado
estaciondrio, na qual d3Ce/Qt = 0, 3C11/0t = 0 e 3C12/Rt = 0, e
ainda, substituindo os valores de Cii e Ciz isolados das equacOes
[51] e [62], ela se transforma em,

Ce + k18 ks(ka+ks) + k106 kaks

ot Ce = 0 [55]
X koksa + koks + ksks + kaks + ksks

Considerando que no inicio de gualquer sinuséide (i.e., quando X
= 0) a concentrac8o extracelular é igual a Cr (concentracélo
portal) e no final do sinuséide ela é jgual a Cv (concentracdo

venosa), pode-se escrever a seguinte integral:

ICV 3Ca _ 1 JW* k10 ke(ka+ks) + k10O kake ax [56]
1

cp Co o  kaoka + kzoke + kaks + kaks + kske
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Figura 10. Esguema dos movimentos de uma substéncla ligada a
componentes extra— e iIntracelulares, metabolizdvel, com

distribuic8o rdpida na membrana celular. Os simbolos utilizados
tém os seguintes significados: Alb, albumina 1livre no espago

extracelular; Car, substlncia livre no espago extracelular;

Alb-C, substéncia complexada com a albumina no espaco
extracelular; Cea, substéncia livre mais complexada no espaco
extracelular; Cii, substAncia na membrana rlasmatica e
adjacéncias; Ciz, substéncia livre mais complexada no estoque
celular; Y, componente(s) intracelular(es) que liga(m) a

substénecia no estoque celular; Caizs, substancia livre no estoque
celular; Y-C, substéncia complexada no estoque celular; fie f=,

constantes de velocidade para entrada e saida da membrana

plasmatica, respectivamente, das formas livres; fa e fa,
constantes de velocidade para entrada no estoque celular e para a
saida deste estoque, respectivamente, das formas livres; fea,

constante de velocidade para metabolizac3o da forma livre no
estoque celular; M, membrana celular; Q, o produto de metaboli-

zacBo no estoque celular.
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Integrando a equac8o [56] entre os limites dados obtém-se:

Co = C k19 ke(katks) + kiO kaks
v = Up €XP|— —3oga 7 koke + Koke + Kaks + keke

T [57]

A equacdo [58] revela que hd um gradiente de natureza exponencial

ao longo de cada sinusé6ide e que este gradiente serd tanto maior

quanto maior for o tempo de tr8nsito (7). Estd claro que Ca néo é

realmente constante para qualguer sinusd6ide e para qualquer local

ao longo do sinuséide. Como, no entanto, hAd um namero infinito de

locais possiveis, & preciso encontrar um meio de determinar um

valor médio da concentrac8o extracelular que possa ser encarado

como representativo. Levando em conta a natureza exponencial do

gradiente, Goresky et al. (1983) propuseram uma média logaritmica

que tem sido utilizada com alguma frequéncia (Ferraresi-Filho et

al., 1992; Kelmer-Bracht et al., 1993). Esta médlia pode ser

expressa Ccomo:

Co = Cp - Cv [28A]
In Cp - 1In Cv
No transcorrer deste trabalho, todos os valores de Ca referem-se

ao valor calculado de acordo com a equac&o [28A].

2.3. Os tempos médios de transito e a determinacao

de volumes e da velocidade de metabolizacdo

0 tempo médio de trénsito de um tracador por qualquer sistema
ou o6rg8o tem sido utilizado ha décadas para a determinacBo de

volumes de distribuicido (Sheppard, 1962). O conceito do tempo
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médio de trénsito é perfeitamente geral e ndo faz nenhuma
suposic8o sobre a geometria do 6rgdo (Meler e Zierler, 1854).
Requer-se apenas que entre o ponto de entrada e o de coleta n&o
haja perda de tracador, seja por metabolizac3o, seja por algum

desvio causado pela circulacio. Matematicamente o tempo médio de

transito de um tracador (t) injetado na forma de um pulso é dado

pela integral

= j” t-Q(t) dt [29A1]

onde t € o tempo a partir da injec80 e Q(t) €& a curva normalizada
de diluicdo. 0 volume de distribuicBo (V) é simplesmente o
produto do tempo médio de trénsito com o fluxo através do O6rgho

(F):

V = F-t [30A]

Aseim, o volume aguoso de um 6rglo pode ser calculado com o fluxo
e o tempo médio de trénsito da Agua triciada; o espago extrace-
lular pode ser obtido como o produto do fluxo com o tempo médio
de tréneito da albumina marcada. A diferenca entre os dois €& o
espaco aquoso celular.

A possibilidade de calcular o espaco aquoso celular torna
possivel também expressar a velocidade de metabolizacdo de uma
substéncia, calculada pela diferenca porto-venosa, em funcdo do
espaco aquoso celular (Ferraresi-Filho et al., 1992). A férmula
para isto é:

s F-(Cp - Cv Cp - Cv
Frmet = (Ce ) - ® [31A]

F'(Eégua - Ealb) Eégua - Ealb

tsgua € taib 880 os tempos médios de trénsito da Agua triciada e
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da albumina marcada, respectivamente. Os demais simbolos ja fo-

ram definidos. Tanto Fmet (calculado pela equacBo [31A]1) como
Frmet (calculado relas equagBes [17A], [22A] ou [25A1])
correspondem & velocidade de metabolizac3o, ou ainda, ao fluxo
liguido através da membrana celular. O primeiro é calculado
independentemente de qualquer modelo do figado e n8o leva em
conta a heterogeneidade dos tempos de trénsito pelos sinusébides.
Por 1isto, quanto mais intensa a extracBo (transformac8o) meta-
b6lica, maior tenderd a ser a discrep8ncia entre os dois valores
calculados independentemente, J& que os sinusdides que estiverem
vazios antes da substéncia chegar as células localizadas na
regiBo perivenosa — limitac8o do metaboliemo pelo fluxo — néfo
serdo levados em conta pela equac8o [19A]. No caso das equacdes
[17A], [22A] e [25A], no entanto, aquele fendmeno estarAd embutido
nos valores das constantes de velocidade e de Ce.

Pode-se determinar também o tempo médio de trénsito de uma
curva transformada, como por exemplo, a curva transformada da
albumina marcada incluida nas equacdes [3A] e [4A]. O fator de

transformacdo €é o produto Q8°, que por sua vez, ¢€é igual a

C118°/Ce, conforme se pode deduzir da equac3o [26A]. Se tnrer & O
tempo médio de trénsito da curva transformada da albumina, a nova

referéncia, pode-se escrever a seguinte relacho:

Ce telb - to

A raz3o dos tempos de trénsito da equac8o [32A]1 corresponde ao
espaco extra (aparente ou real) que a nova referéncia ocupa,
dividido pelo espaco sinusoidal, o que ¢é também um dos

significados da raz3o C118°,/Ca (Bracht et al., 1981; Kelmer-
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Bracht et al., 1993). Desta forma Cii pode ser calculado também a
partir de tempos médios de tr&nsito e o resultado comparado com O
valor calculado através da equacdo [26A]. O valor desta compara-
c30 nBo & tBo grande, no entanto, como no caso de Fmet, pPOis a
equacdo [32A] n8o0 é totalmente independente do modelo de
Goresky, J& que a curva transformada também depende dos valores
de © e 6°. A compara¢do serve, no entanto, para avallar a

correcBo dos procedimentos numéricos adotados nos cAlculos.
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3. MATERITIATS E METODOS

3.1. Materiais

Os compostos marcados, [3H]dgua (NET 001D, 25 mCi/mmol) e
[1-14CJoctanoato (NEC-092H, 25 mCi/mmol) foram adquiridos da New
England Nuclear Products. A [131I]Jalbumina humana foi adquirida
da Comiss80 Nacional de Energia Nuclear (CNEN).

Albumina de soro bovino, essencialmente 1livre de 4cidos
graxos, hemoglobina, B-hidréxi-butirato desidrogenase, NAD+ e
NADH foram adquiridos da Sigma Chemical Co. O acido octandéico e
demais produtos quimicos foram adquiridos da Merck, Reagen e J.

T. Baker.

3.2. Animails

Ratos machos albinos Wistar foram utilizados nos
experimentos. Os animais foram alimentados com rac8o0 balanceada
PurinaR. Recebiam &gua ad libitum e pesavam entre 200 e 280 g.
Para remocBo cirurgica do figado, os ratos foram anestesiados com
injecdes intraperitoneais de Thiopental® (50 mg/kg de peso

corporal).

3.3. 0 liquido de perfusao

0 liquido de perfus3o wutilizado fol o tampdo Krebs/
Henseleit-bicarbonato, cujo pH é de 7,4 quando saturado com
mistura carbogénica (0z2:COz .-. 95:5%). A composic8o salina do
tamp&o fol a seguinte: NaCl 115 mM; NaHCOz 25 mdM; KC1 5,9 mM;
NazSO4 1,2 mM; MgClz 1,18 mM; NaH2PO4 1,24 mM; CaClz 2,5 mM
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(Scholz et al., 1973). O liquido de perfusd3o continha, também,
albumina de soro bovino livre de Acidos graxos nas concentractes

de 50 a 450 pM e octanoato nas concentracdes de 50 a 500 uM.

3.4. Preparo da mistura contendo os tracadores

A mistura dos tracadores continha sempre [131I]albumina,
[BHlagua e [1-14Cloctanocato. O residuo de aproximadamente 10 ul
de uma solucdo etanélica de dcido [1-14CJoctandico (5 uCi), apods
secagem a 50°C, era dissolvido em 500 pl de uma solucdo salina
fisiol6égica, A temperatura ambiente, com auxilio de uma pequena
barra magnética. Apds neutralizac80 com NaOH, albumina livre de
dcidos graxos era adicionada em quantidade suficiente para uma
concentrac8o final 1igual A do liquido de perfus8io. A seguir
adicionava-se [131I]albumina (1,0 puCi) e [®Hldgua (15 pCl) para
um volume final de 700 pl. A soluc8o era ent8o centrifugada para

eliminar eventuais particulas em suspens3o.

3.5. O sistema de perfusiio do figado

A técnica de perfusdo utilizada & essencialmente aquela
descrita por Scholz et al. (1973). O aparelho de perfusdo
utilizado foi construido nas oficinas da Universidade de Maringé
(Kelmer-Bracht et al., 1984). Ele é formado por duas bombas
peristdlticas com a func3o de sugar e lmpulsionar o liquido de
perfusdo; um banho-maria com bomba para promover a circulaclo
externa da &gua aquecida; um oxigenador de membrana para oXxigenar
e agquecer o liguido de perfus8o (37°C); um registrador
potenciométrico; uma c8mara de contenc¢do do figado; um cilindro
contendo a mistura carbogénica (02:COz .-. 95:5%) e, finalmente,

um coletor de fracgdes.
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O coletor de fracSes fol construido nas oficinas da
Universidade de Maringd e é indispensdvel para os experimentos de
diluicd3o de indicadores miltiplos, pois permite coletar fracfes
de até 0,5 segundo. O coletor possul um motor que faz girar, com
uma velocidade de 2 rotac¢®es por minuto, um disco de acrilico com
cavidades co6nicas de diferentes didmetros dispostas em trés
circulos. Isto permite fracionar o 1liquido de perfusf8o em
intervalos de 0,5 a 2 segundos. O coletor de fragles esta
conectado a um comando especifico (pulse starter), que inicia o
movimento do disco coletor no instante exato da injec8o das
substldncias marcadas. A injec3o da mistura radiocativa &€ efetuada
com o auxilio de uma microsseringa conectada ao comando (para
detalhes, ver Kelmer-Bracht et al., 1984).

0O 1liquido de perfusdo é impulsionado pela primeira bomba
peristidltica em diregcdo a0 oxigenador, onde ocorre simulta-
neamente a oxigenacd3o e o aquecimento para 37°C. A entrada de COz2
também diminui o pH de 7,6 para 7,4. O 1liquido de perfusdo
alcanca a clmara de contencdo do figado, e entra no 6rgBo através
da cénula inserida na veia porta. Entre o oxigenador e o figado
existe um dispositivo (capta-bolhas) que impede a entrada de
bolhas de ar no figado. Apds a passagem pelo 6rgdo, o liquido de
perfusdo s8al pela veia cava superior, alcanga o coletor de
fracdes e apds a coleta das amostras & sugado pela segunda bomba

peristiltica.
3.6. A preparac8o ciridrgica do figado

0O rato, previamente anestesiado com ThiopentalR, tem o seu
abdémen aberto e o tecido conjuntivo que cerca o figado, é
seccionado. O esdfago é separado do estdbmago, a vela esplénica é

fechada e a veia porta é canulada sob fluxo baixo do liquido de
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perfusdo (10 ml/min). Ap6és completo dessangramento do 6rgBo, a
veia cava inferior é seccionada, o térax é aberto com cortes do
diafragma e costelas para exposicdo completa do coracBo. A veia
hepdtica ¢é canulada através da veia cava. O fluxo é aumentado
para cerca de 20 ml/minuto e o figado é removido, cortando-se por
baixo do diafragma, e colocado na c8mara de contengdo do aparelho
de perfusdo. O fluxo através do figado é ajustado para valores
que permitam oxigenacd3o adequada (cerca de 35 ml/minuto), o que
pode ser avaliado através da concentracdo venosa de oxigénio

(nunca inferior a 0,2 mM).

3.7. Teste da homogeneidade da perfusSo do figado

Os experimentos de diluicdo de indicadores 85 podem ser
avaliados se a perfusdo do figado for homogénea para todos o8
16bulos. Isto pode ser testado injetando, na entrada da veia
porta, cerca de 200 pl de uma solucBo de hemoglobina (20 mg/ml).
A curva de diluic3o da hemoglobina pode ser medida espectrofo-
tometricamente. Para isto, o liquido efluente era desviado para
uma cubeta de fluxo, colocada num espectrofotémetro com
comprimento de onda. fixado em 550 nm. Um registrador
potenciométrico acoplado ao espectrofotémetro registrava as
variagdes de absorbBncia que correspondem & curva de diluicBo.

A hemoglobina, de maneira semelhante & albumina, n#o permeia
s membrana celular e, provavelmente, as curvas de diluicdo das
duas proteinas 830 1idénticas. Essas curvas correspondem a8
distribuicdo de frequéncia dos tempos de trénsito pelos
sinusdéides (ver Bases matemdticas da andlise de experimentos de
diluic80 de indicadores, equac&o [481]).

A Figura 11 mostra curvas de diluicdo da hemoglobina obtidas

com 2 figados. O figado A apresenta uma curva de diluicd8o homogé-
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Figura 11. Curvas de dilui¢cdo da hemogloblna em dois figados de
rato em perfusdo isolada. Os figados, de ratos alimentados, foram
perfundidos com tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato (pH 7,4).
Cerca de 200 pl de uma soluc3o de hemoglobina contendo 20 mg/ml
foram injetados na entrada da veia porta. O efluente fol desviado
para uma cubeta de fluxo posicionada num espectrofotbmetro
conectado a um registrador potenciométrico. A variagdo da
absorbancia a 550 nm fol registrada. A: figado com distribuilcdo
homogénea da frequéncia dos tempos de trénsito; B: figado com
distribuicio anormal da frequéncia dos tempos de trénsito.
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nea, 1isto é, apenas um pico, sem ombros e irregularidades. Em
alguns casos, em decorréncia de alteracbes ocorridas durante a
remoc3o cirirgica ou a problemas inerentes ao préprio figado, as
curvas de diluic3o da hemoglobina apresentam defeitos, como € o
caso do figado B da Figura 11, que apresenta ombros e
irregularidades. Isto provavelmente significa que um ou mais
l6bulos est3o sendo perfundidos imperfeitamente. Figadoe nestas

condicBes n8o eram utilizados.

3.8. Os experimentos de diluic8o de indicadores miltiplos

com tracadores

A técnica da diluicdo de indicadores maltiplos consiste na
injec3o réapida, na entrada da veia porta, de uma mistura de
quantidades-traco de substéncilas marcadas com is6topos
radioativos, seguida da coleta de microfracSes do material
efluente, com auxilio do coletor de microfracdes. As frac8es edo
analisadas para cada substéncia.

No presente trabalho a mistura injetada em todos o8
experimentos continha as seguintes substéncias: (1)
[131TJalbumina (0,5 unCi), macromolécula que ndo tem acesso ao
espaco celular numa simples passagem, sendo por isto um indicador
do espaco extracelular; (2) [3Hlagua (7,5 uCi), que tem rapido
acesso ao espaco intracelular, o que faz dela um indicador do
espaco aquoso total (celular + extracelular); e, (3) [(1-14C]-
octanoato (2,5 uCi), o tracador da substdncia metabolizdvel em
estudo.

Os tracadores eram injetados depois do estabelecimento de
condic®es de estado estaciondrio (steady-state), o Qque era
decidido com base na estabilizacB8o do consumo de oxigénio. Isto

ocorria, em geral, entre 6 e 8 minutos apés o inicio da infusdo
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de octancato (em concentracdes entre 50 e 500 pyM, dependendo do
protocolo experimental). O volume injetado era em geral 350 ul.
Simultaneamente com a injecd3o comecava o fracionamento do
perfusado efluente durante 90 segundos em frac®es entre 0,5 e 2,0
segundos. Aliquotas eram pipetadas das frac®es para a determina-
c30 de cada um dos is6topos e para a extrac8o do [1-14C]Jocta-
noato, pois o 14C no perfusado efluente se distribui em mais de

uma substéncia (14C02 e [14C]corpos cetdnicos, basicamente).

3.9. Analitica

3.9.1. Determinacdo da [131IJalbumina e da [SH]dgua

Para determinacdo da [131I]albumina e da [3Hl4gua, aliquotas
de 100 pl de cada amostra eram adicionadas a 5 ml de liquido de
cintilac8o (toluol/Antarox CO-630R [3:1] contendo 5,0 g/litro de
2,5 difeniloxazol e 0,1 g/litro de 2,2 p-fenil-bis-5-fenileno
oxazol) e medidas num contador de cintilac®es para amostras
liquidas de trés canais (Beckman LS 6800). A radioatividade cor-
respondente a cada 1isétopo era obtida por discriminacéo

isotépica.

3.9.2. Extracdo e determinacédo do [1-14CJoctanoato

A determinacBo do [1-14CJoctanoato recuperado em cada frag8o
exige uma extrac&o seletiva (Dole e Melnertz, 1960). Uma aliguota
de 200 ul de cada amostra era extraida com 1 ml da mistura HCI
0,5 N (0,1 volume) + isopropanol (4 volumes) + n-heptano (1
volume). Apbds agitacBo vigorosa por 30 segundos e repouso por 5
minutos eram adicionados 0,4 ml de dgua e 0,6 ml de heptano.

Procedida nova agitac8o e repouso, 0,7 ml da fase orgénica,
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contendo o [1-14Cloctanocato eram adicionados a 5 ml do liguido de

cintilac3o descrito acima e a radicatividade era contada.
3.9.3. A discriminacdo dos 1sétopos

Os is6topos B3H, 14C e 131] eram contados simultaneamente
utilizando os trés canais do cintilador. A Jjanela do canal 1 foi
fixada entre O e 330 na escala arbitrdria de energia do aparelho;
a do canal 2 entre 330 e 600; e a do canal 3 entre 600 e 1000.
Estes limites foram determinados apés a andlise dos espectros de
cada isétopos como mostra a Figura 12. Um sistema de equacdes

permitia a discriminac®o dos isétopos. O sistema de equacgSes é o

seguinte:
Ci = a1l + baC + caiH [1B]
Cz = azl + b2C + (1 - ci)H [2B]
Ca = (1 - a2z - a1)Il + (1 - b2 - b1)C [3B]

onde: Ci, Cz e Ca s30 as contagens (em cpm) nos canais 1, 2 e 3,
respectivamente. I, C e H representam as cpm dos is6étopos 131],
14C e BSH, respectivamente, enquanto gque ai, az, bi, bz e ca,
representam as frac®es de cada is6topo nos respectivos canais.
Estes ultimos coeficientes precisam ser determinados experi-
mentalmente. Isto foi feito utilizando o procedimento descrito
a seguir.

Triplicatas de padrdes de (131]]albumina, [1-14CJoctanocato e
[®H]4gua eram contadas primeiramente com a Jjanela do aparelho
totalmente aberta (isto é, de O a 1000 na escala arbitraria; cpm

totais de cada isétopo). Os canals eram entdo ajustados (0 a 330;
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Figura 12. Espectros de energla dos radiolsétopos utilizados nos
experimentos. Amostras de [3Hlagua (a—a), [1-124C]Joctanoato
(e—e) e [131I]albumina (a——a) foram adicionadas a 5 ml de
liquido de cintilac3o contendo toluol/Antarox CO-630R [3:1]1, 5,0
g/litro de 2,5 difeniloxazol e 0,1 g/litro de 2,2 p-fenil-bise-5-
fenileno oxazol. As amostras foram analisadas individualmente
através do programa spectrum search do contador de amostras
liquidas Beckman LS 6800. Todo o espectro (escala arbitrdria de O
a 1000) foi analisado. Os resultados foram expressos em
cintilacdes por minuto (cpm) e representados contra a escala
arbitraria de energia. No topo da figura estdo indicadas as
posicdes das janelas (Ci, Cz e Ca) utilizadas na discriminacéo
dos trés isétopos, quando presentes simultaneamente nas amostras.
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330 a 600; 600 a 1000) e as amostras eram novamente contadas.
Com base nos valores obtidos nas duas contagens os coeflcientes

das equacdes [1B]-[3B] eram calculados utilizando as seguintes

relacdes:
ar = (cpm de 1311 em Ci)/(cpm totais de 131]) {4B]
az = (cpm de 131] em Cz2)/(cpm totais de 131]) [5B]
b1 = (cpm de 14C em Ci)/(cpm totais de 14C) [6B]
bz = (cpm de 14C em Cz)/(cpm totais de 14C) [7B]
c1 = (cpm de 3H em Ci)/(cpm totais de SH) [(8B]

Resolvendo o sistema de equacdes [1B]-[3B] pode-se obter a

contagem de cada 1is6topo, sendo que

H = a284C3 - Sa3S4C2z2 + a=25s8C1 - a1SsCz [9B]
S1Ss - 5284
C = azCa + SzH - SaCa2 [10B]
Se
e
- - H
I = Ca baiC ci [11B]
a1

Os termos Si, S2, Sa, S4 e Ss, pPOor sua vez, significam

S1 = azci - ai1(l - c1) [12B]

Sz = (1 - az - a1)(l - c1) [13B]
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Sz =1 - az - a1 {14B]
S4 = aibz - azbi [15B]
Ss = az2(1 - bz - bi) - b2(l - az - ai) [16B]

A determinacd3o dos coeficlientes era felta para cada uma das
diferentes condic®es de contagem. Correcdes de eficiéncia de

contagem foram feitas utilizando o método do padrd@o interno.

3.9.4. Determinac8io da quantidade 1njetada

de [1-14C]Joctanocato

A determinac3o exata da quantidade injetada de [1-14C]-
octanoato é essencial para a correta andlise dos experimentos.
Pode-se, simplesmente, utilizar o volume acusado pela seringa de
injec3o. Infelizmente, a experiéncia prévia tem revelado que o
erro é considerdvel. E melhor utilizar um método baseado nas
razBes [131I]albumina/[1-14Cloctancato da soluc8o injetada e do
perfusado efluente. A quantidade recuperada de [131]]Jalbumina €
jgual & quantidade injetada, pois esta proteina ndo sofre
transformac3o significativa numa simples passagem pelo figado.
Isto implica na seguinte igualdade:

_ _cpm [131]]Jalbumina injetada _ cpm [131]]albumina recuperada
cpm [1-14CJloctancato injetado cpm [1-14CJoctancato injetado

[17B]
As cpm recuperadas, tanto da [131I]albumina como do [1-14C]Jocta-
noato, podem ser obtidas avaliando a area sob a curva de cpm
versus tempo. Com base nas cpm recuperadas e no valor de R pode-

gse calcular as cpm do [1-14CJloctanocato injetado:
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cpm [131T]albumina recuperada
R

cpm [1-14C]octanocato injetado =

[18B]
3.9.5. Determinacdo do consumo de oxligénlo

A viabilidade do figado e o estabelecimento de condicgOes de
estado estaciondrio foram deduzidos do consumo de oxigénio. O
consumo de oxigénio foi monitorado através de um eletrodo de pla-
tina (Kelmer-Bracht et al., 1984). Apenas a concentracdo venosa
de oxigénio foi registrada, pois a concentrac&o arterial é manti-
da constante (0,86 umol/ml a 37°C). A velocidade de consumo de

oxigénio (vo,) fol expressa em pmol - min—1 - g1 e ela pode ser

calculada de acordo com a relac8o

F(0,86 - Cvo,)
Vo, = 5 [19B]

sendo p o peso umido do figado (g), F o fluxo (ml/min) e Cvo, a

concentracdo venosa de oxigénio (pmol/ml).

3.9.6. Dosagens enzimaticas

O acetoacetato e o B-hidréxi-butirato foram dosados por
métodos enzimaticos baseados na variacd@o de absorbéncia devida ao
NADH a 340 nm, usando B-hidréxi-butirato desidrogenase
(Mellamby ¢ Williamson, 1974). Amostras de 1,0 ml do perfusado
foram coletadas em tubos Eppendorff contendo 0,2 ml de 4&cido
perclérico 2 M. Os tubos foram agitados e mantidos em banho de
gelo para minimizar a descarboxilacdo esponténea do acetoacetato.

Para melhor formac3o do precipitado (proteinas desnaturadas) as
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amostras foram colocadas em freezer por 10 minutos e
centrifugadas em microcentrifuga a 8000 rpm durante 10 minutos.
Para precipitac3o do acido perclérico, 2 ml do sobrenadante foram
adicionados a tubos contendo 100 pl de K2COs 5 M e 25 ul
de trietanolamina 1 M.

Para a dosagem de acetoacetato 0,8 ml do neutralizado
foram pipetados em 0,4 ml do meio de reacdo contendo trieta-
nolamina 0,5 M pH 7,0, NADH 0,24 mM e B-hidréxi-butirato
desidrogenase (1 unidade). Apds incubac8o a 37°C por
aproximadamente 50 minutos foram feitas as leituras das
absorbdncias em espectrofotbmetro a 340 nm.

Para dosagem do B-hidréxi-butirato, 0,8 ml do neutralizado
foram pipetados em 0,4 ml do meio de reacBo contendo tamp8o
glicina 0,5 M mais hidrazina 0,4 M, pH 8,5, NAD* 7 mM e B-
hidréxi-butirato desidrogenase (1 unidade). Apds incubagBo a 37°C
por aproximadamente 100 minutos foram feitas as leituras das
absorbancias em espectrofotbdmetro a 340 nm.

As velocidades de producdo de acetoacetato (vacet) e B-
hidréxi-butirato (veut) foram calculadas com base na concentrac3o
venosa dos metabdlitos (Cscet € Cout; em umol/ml), do fluxo
através do figado (F; ml/min) e do peso tmido do figado (p;

gramas) de acordo com as equacdes:

F'Ce
Vacat = —-__CiE [ZOB]
P
Vour T Iocbut [21B]
P

Quando calculados desta maneira Vacet € Vbut tém as unidades pmol

- min-1 - (g de peso umido do figado)—1.
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3.9.7. Quantificacdo da produclo de 14C0z

0 14C0O2z era captado em feniletilamina (base orgénica) apéds
acidificac3o das amostras em frasco hermeticamente fechado. Nos
experimentos de pulso, 0,1 ml do perfusado efluente foram
pipetados em frascos de 5 ml. Os frascos foram vedados com rolhas
de borracha das <quais pendiam internamente pequenos
recipientes de pléastico contendo 200 pl de feniletilamina. Apds
vedac3o hermética dos frascos, o perfusado contido no fundo dos
frascos era acidificado com a introducdo de 0,2 ml de HC1l 1N,
através de uma seringa. Ap6és 24 a 28 horas os recipientes eram
removidos e transferidos para frascos de cintilac8o contendo 5 ml
de liquido de cintilacdo, seguindo-se a contagem.

Nos experimentos de infusdo continua de [1-14CJoctanoato,
todo o perfusado efluente era coletado em fracdes de dois minutos
em frascos de Erlenmeyer. Logo a seguir os frascos eram fechados
com rolha de borracha da qual pendia um frasco de cintilacgé8o
contendo 1 ml de feniletilamina. Apbés a vedacdo segula-se a
adic% de 1 ml de HCl 1 N. Apées 24-28 horas os frascos de
cintilac3%o eram removidos e adicionava-se liquido de cintilacéo,
para a contagem da radioatividade. A velocidade de producBo de

14C0z (vco, ) era calculada a partir das cpm das amostras de dois

minutos (A; cpm * 2 min), da atividade especifica do octanoato
infundido por unidade de carbono (aser; Cpm ° [umol de unidade de
carbonol-1), do fluxo (F; ml/min) e do peso umido do figado (p;

gramas):

veo = F-A [22B]
2 2 * Beer ° P

Calculada desta maneira, a velocidade de formac&o de 14C0O= tem as
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dimensdes pmol - min—-1 - g—1.

3.10. Métodos numéricos

Os resultados dos experimentos de diluicdo de indicadores
maltiplos foram sempre expressos como fragdo do tragador que
aparecia no perfusado venoso por unidade de tempo. Esta é a
unidade prevista nas equacdes [1A]-[7A].

Oes pardmetros to, 6°, ki, kz, ka, ka, ks, ke, kin, ker, kmet
e Q, foram obtidos fazendo ajustes iterativos n&o-lineares de
minimos quadrados das equacdes [1A]1 a ([7A] aos dados
experimentais (Bjbrck e Dahlquist, 1972). As integrais das
equacdes [1A] a [4A] foram calculadas através do algoritmo de
Romberg (BjBrck e Dahlquist, 1972). Como se pode deduzir de uma
andlise das equacgles [1A] a [7A}, o seu célculo requer
interpolacBes entre os pontos experimentales das curvas da
albumina. Estas interpolacdes foram feitas utilizando uma func&o
spline modificada (Bjdrck e Dahlguist, 1972). As derivadas
parciais das diversas funcBes em relacBo a ki, k=2, ka, ka, ks,
ke, ©°, to e Q foram calculadas numericamente pelo método das
diferencas finitas. As derivadas parciais da equac8o [2A] em
relac30o a kin, Kef € Kmet, no entanto, foram determinadas anali-
ticamente.

Os tempos médios de tréansito (equac8o [29A]1) e a8 1integrais
das curvae cpm versus tempo foram avaliadas utilizando a regra do
trapézio (Bjdreck e Dahlquist, 1972).

Os ajustes n8o-lineares de minimos quadrados foram feitos com
programas escritos especialmente para cada caso. Esses pro-
gramas foram escritos em Turbo-Basic ou Turbo-Pascal. Simples
andlises de correlac3o linear e testes estatisticos convencionais

foram feitos utilizando o programa Primer versdo 1.0 (McGraw
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Hill, Inc. 1988).

As concentractes das formas livre e ligada & albumina do
octanoato, foram calculadas utilizando o algoritmo de Abumrad
(Abumrad et al., 1981). As constantes de dissociac3o obtidas por
Ashbrook et al. (1972), est@o relacionadas na Tabela 2. 0
algoritmo é:

$ iNi Cer
Coe = Cefr + Albe 1=1 [23B]

m
1 + 2 N1 Ceas
i=1

onde Ce é a concentrac3o total de octanocato (livre mals 1ligado),
Albe a concentrac3o total de albumina, Car a concentracBo de

octanoato livre e m & o numero de sitios de ligacdo. Ni é igual

a }f} 1/Ka3 e Kay s80 as constantes de dissocliac8o dos diversos

sitios de 1ligac3o do octanoato & albumina. A determinac8o do
valor de Cer foi feita através de um programa escrito em Turbo-
Basic. O programa permite a introducdo de valores progressiva-
mente mais corretos de Cer até gue ndo haja diferenca

significativa entre o valor calculado e o valor experimental de

Ce.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Aspectos gerais do metabolismo do octanoato:

o estabelecimento de condictes de estado estaciondrio

A reacdo de um figado em perfusBio & infusBo de octanoato esté
ilustrada na Figura 13. Esta figura mostra os resultados médios
de trés experimentos de perfus8Bo, com figados retirados de
animale em JeJum de 24 horas. 0 tempo zero é arbiltrario indicando
o instante no qual foi iniciada a coleta de amostras do perfusado
venosgo. Apesar de arbitrario, no entanto, este tempo coincide
mais ou menos com a estabilizac8o do consumo de oxigénio que se
segue A& instalacdco do 6rgédo na célmara de perfus8Bo. Entre zero e
10 minutos o figado fol perfundido com meio livre de substratos.
Toda a atividade metabdlica do 6rg8o, portanto, se d4d &s expensas
de substratos endégenos, basicamente acidos graxos. A velocidade
de consumo de oxigénio estd em torno de 2,4 pmol - min-1 - g-1 e
o figado produz corpos cetdénicos (B-hidréxi-butirato + aceto-
acetato; mais ou menos 0,5 pmol - min—-1 - g-1), o que testemu-
nha a B-oxidacdo de &acidos graxos endbégenos. O [1-14C]Joctanoato
300 uM foil introduzido aos 10 minutos e sua infus@o fol mantida
constante até o8 52 minutos. Juntamente com o octanoato foil
infundida também albumina bovina livre de acidos graxos 150 uM.

As mudancas que o octanoato provoca ocorrem rapidamente. Nos
experimentos da Figura 13 as amostras foram coletadas de dois em
dois minutos. Por isto, pode-se dizer que no méximo aos quatro
minutos apés a introduc8o do octanoato, o metabolismo ja atingiu
um novo estado estaciondrio (steady-state), pelo menos no que
toca ao consumo de oxigénio e & liberac8o de corpos cetdnicos,

sendo que ambos aumentam. Embora haja um pequeno decréscimo na
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Figura 13. Resposta metabélica do figado & infuslo de octanoato
300 uM. Figados de ratos mantidos em jejum de 24 horas foram
perfundidos com tamp&o Krebs/Henseleit-bicarbonato (pH 7,4). O
consumo de oxigénio foi monitorado polarograficamente. Amostras
do perfusado comecaram a ser coletadas apos estabilizac8o do
consumo de oxigénio e em intervalos de 2 minutos. A escala de
tempo foi zerada a partir do tempo de coleta da primeira amostra.
Entre os 10 e 52 minutos, o liquido de perfus3do continha [1-14C]-
octanoato 300 puM (3 pCi/litro) e albumina 150 pM, e entre os 20
e 38 minutos continha adicionalmente steviosideo 2,5 mM, conforme
indicado pelas barras horizontais. B-Hidréxi-butirato e aceto-
acetato foram dosados enzimaticamente. O 14C0O2 formado foi
captado em feniletilamina e a radioatividade contada. Todos os
valores foram expressos como pmol -+ min—1 - g=1. Os resultados
s%0 & médis de trées experimentos de perfusBo. Legendas: consumo
de oxigénio, e—e; producdc de B-hidréxi-butirato, a—m;
producdo de acetoacetato, a—-a; produc8o de 14CO=z2, o—o0.
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produc3o de acetoacetato, a producdo de B-hidréxi-butirato au-
menta de 0,1 pmol - min—1 - g-1 para 1,4 pmol * min-1 - g-1, o
que acaba se traduzindo num aumento muito grande na produgdo de
corpos cetdnicos. Com a infus3o de [1-14CJoctancato passa &a haver
também producdo de 14C0Oz, que vem especificamente do octanoato
marcado. Quando a infus3o de [1-14C]loctanoato é interrompida, aos
52 minutos, cessa a producdo de 14COz bem como as ativac8es do
consumo de oxigénio e da producdo de corpos cetdnicos.

Note-se que nos experimentos da Figura 13 foi infundido
steviosideo durante 18 minutos, entre os 20 e 38 minutos de
perfusdo. O composto n&o chega a provocar alteracBes significa-
tivas, bem ao contrdrio do que ocorre em experimentos semelhantes
com &cidos graxos de cadela longa, palmitato por exemplo (Cons—
tantin et al., 1991). No caso do palmitato, o steviosideo inibe o
aumento no consumo de oxigénio, o aumento na produc8o de corpos
cetébnicos e a producdo de 14COz. Isto tem sido interpretado como
uma consequéncia da inibic%o do transporte de palmitato (Bracht
et al., 1988). A auséncia de efeitos do steviosideo sobre o
metabolismo do octanoato, portanto, J4 indica que, no tocante ao
transporte, palmitato e octanoato tém comportamentos diferentes.

Para o8 experimentos de diluicB80 de indicadores, que 880 O
objetivo principal deste trabalho, os dados da Figura 13 fornecem
um dado muito importante: o de que O novo estado estaciondrio
ap6s o inicio da infus#o de octanoato é atingido muito rapi-
damente, demorando no mdximo 4 minutos. Portanto, a injecd8o de
tracadores poderd se dar a qualquer tempo depois dos quatro

minutos iniciais da infusdo de octanoato.

4.2. Experimentos de diluicdo de indicadores com [1-1*4CJoctanoato

Nos experimentos da Figura 13 o octanoato marcado foi infun-
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dido simultaneamente & infus3o do octanoato n8o-marcado. Nos
experimentos de diluicdo de indicadores infunde-se primeiramente
o octanoato n8o-marcado nas concentracdes desejadas e, apdés O
tempo necessdrio para atingir condicdes de estado eatacionério,
injeta-se uma mistura contendo quantidades-traco de [l1-14C]octa-
noato, [131I]albumina e [3H]&gua. Assim, apenas o tracador nd&o
estara no estado estaciondrio (ver item 2.: Bases matemdticas da
andlise de experimentos de dilulg8o de indicadores). Neste traba-
lho, foram feitos experimentos de diluic3@o de indicadores com
octanoato na faixa entre 50 e 500 pM com trés diferentes concen-
tracBes de albumina: 50, 150 e 450 pM. Esta Gltima concentrac8o
estd dentro da faixa fisiolégica.

4.2.1. 0s experimentos com albumina 450 uM

Os resultados de quatro experimentos com albumina 450 uM e
octanoato 100, 200, 300 e 500 uM est&o mostrados nas Figuras 14 e
15. A Tabela 5 relaciona alguns dos parBmetros que foram obtidos
dos experimentos dessa série.

Nos graficos da Figura 14, a frac3o de cada tracador que
apareceu no perfusado venoso por segundo (qQue também poderia ser
chamada de velocidade de efluxo dos tracadores) fol representada
contra o tempo apdés a injec3o. Trata-se, portanto, de curvas
normalizadas, sendo que a &rea sob cada curva serd 1igual a
unidade caso n&o haja nenhuma perda ou transformac8o do tracador,
o que é verdadeiro para a [131]]albumina e para a [3Hlagua. J&
para o [l1-14Cloctanocato, a &rea serd menor que a unidade, pois
uma certa fracdo desse composto sempre é transformada
metabolicamente. Como se vé& na Figura 14, os fendmenos ocorrem na
faixa dos segundos, principalmente no tocante a [131I]albumina e

ao [1-14Cloctanoato, Qque aparecem mais cedo que a [3Hlagua. A
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Figura 14. Curvas de dilulcdo de [1-14C]Joctanoato mais
referéncias com vdrias concentracdes de octanocato e com albumina
450 uM. Figados de ratos alimentados foram perfundidos com tampdo
Krebe/Henseleit-bicarbonato (pH 7,4) contendo albumina 450 uM e
octanoato nas concentracdes indicadas em cada grafico. Em cada
experimento, quantidades-tragco de [1-14CJoctanoato (o—o0),
(131 Jalbumina (e—e) e [BHlégua (a——a) foram injetadas
simultaneamente na entrada da veia porta. O perfusado efluente
foi coletado em fracBes de 0,5 a 2,0 segundos. As frac8es da
radioatividade injetada Qque apareceram por segundo foram
representadas contra o tempo apbés a injecéo.
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Figura 15. FracBes acumuladas das curvas de dilui¢8o da Figura
14. Os dados experimentais s3oc os mesmos da Figura 14. Para cada
ponto experimental de cada uma das curvas da Figura 14 foi feita
uma integracdo entre o tempo zero € O tempo desse ponto

experimental. 0 método de integracdo utilizado foi a regra do
trapézio. As fracdes acumuladas foram representadas contra o
tempo ap6és a 1injecdo. Legendas: [1-14C]Joctanocato, 0——O03

(1311 ]albumina, e—e; [3Hldgua, a—-a.
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Tabela 5

Parametros experimentals de uma série de experimentos de diluigdo
de 1indicadores com [1-14C]Joctanoato, realizados com albumina 450
uM no perfusado. Figados de ratos alimentados foram perfundidos
com tamp8o Krebs/Henseleit-bicarbonato contendo albumina 450 uM,
conforme descrito em Materilais e Métodos. Octanoato fol infundido
na faixa de 100 a 500 pM. Apds o estabelecimento de condicgSes de
estado estaciondrio, uma mistura contendo os tracadores [1-
14CJoctanoato, [121I]albumina e [3H]égua foi injetada na entrada
da veia porta e o perfusado venoso fol fracionado e analisado
conforme descrito em Materiais e Métodos. A concentracdo
extracelular média, Ce, foi calculada de acordo com a equacdo
[28A]. A concentracdo extracelular livre de octanoato, Cesz, foil
determinada usando o algoritmo de Abumrad et al. (1981; equacéo

[23B]). talb e tsgua foram determinados usando a equacdo [28A]. A

velocidade de metabolizacdo, Fmat, fol calculada de acordo com a
equacdo [31A].

fictanoato Extraggo numa Ca Cat taiw Tagua Flac
NO na veia dnica
porta pascagen {psol + sip~?
{pH) (%) {uM) {sequndos) v glTt)

! 100 39,4 77,0 5,1 10,4 20,1 0,24
{n=3) 42,5 +0,2 +0,1 £0,3 +0,8 0,008

2 200 38,7 156,0 10,5 1,4 22,4 0,43
(n=3) +1,2 #1,5 +0,5 10,3 $0,6 $0,02

3 300 42,0 228,0 16,5 9,7 19,8 0,77
{a=3) 13,0 15,0 £0,5 10,3 10,3 £0,06

4 300 42,1 304,0 24,0 10,8 20,6 1,04
(n=3) 12,4 4,0 10,6 £0,6 41,2 10,01

5 500 47,4 362,0 30,0 1,6 19,9 1,89
(r=3) 11,1 4,0 $0,4 +0,7 10,7 10,11
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amplitude também é maior quando comparada com a &gua triciada,
porém, a8 curvas do [1-14C]Joctancato tém o pico bastante
atenuado, o que nas condigdes dos experimentos da Figura 14 se
deve, basicamente, 3 transformacdo metabélica que o dcido graxo
sofre. Note-se, além do mais, que as curvas do octanoato estdo
sempre incluidas no envelope da curva da [131I]Jalbumina. Uma
andlise cuidadosa revela também que a curva do [1-14C]Joctanoato
tende a ser mails e mais comprimida & medida que aumenta a concen-
trac8 e também, gue o seu pico tende a se deslocar mais em
direc3o ao pico da [131I]Jalbumina & medida que aumenta a concen-
tracdo.

Uma forma alternativa de apresentar os dados de experimentos
de diluic3o com injec8o0 tGnica de tracadores é aquela mostrada na
Figura 15. Os graficos da Figura 15 resultam dos mesmos experi-
mentos mostrados na Figura 14. A diferenca estd em que a Figura
15 mostra as integrais das curvas de diluicdo da Figura 14. Isto
equivale a representar a frac@o acumulada do tracador efluente em
funcdo do tempo. Se nos experimentos os tracadores tivessem sido
infundidos continuamente ao invés de terem sido injetados num
anico pulso, as curvas resultantes seriam exatamente aquelas
mostradas na Figura 15. Em outras palavras, as curvas resultantes
de uma infus8o continua correspondem as Iintegrais das curvas
resultantes da injec3o unica; e, logicamente também, as curvas de
diluic3o resultantes de injecBo tnica correspondem a4 derivada
primeira das curvas de diluicdo resultantes de infus8o continua
(Meler e Zierler, 1954).

Mas, o tipo de representac3o da Figura 15 permite
visualizar melhor a recuperacdo da [131I]Jalbumina e da [SH]&gua:
ambas as curvas sempre tendem assintoticamente & unidade. A
[BH]4gua sempre aparece um pouco maié tarde que a [181T]-

albumina. J& as curvas do [1-14CJoctanoato tém suas fases ascen-
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dentes iniciais, sempre préximas as curvas da [131I]albumina. No
entanto, ao redor dos 10 segundos apdés a 1injecdo elas se
diferenciam bastante e as curvas do [1-14C]Joctanocato aproximam-se
assintoticamente de valores bem abaixo da unidade, o que denota a
transformacdo metabdlica.

Outras informacdes sobre a série de experimentos com albumina
450 pM podem ser obtidas da Tabela 5. Esta tabela relaciona os
valores médios dos experimentos com albumina 450 puM e octanoato
na faixa de 100 a 500 uM. Além da concentracdo portal de
octanoato, est3do relacionadas a concentracBo extracelular média
(Ce), a concentrac3o extracelular média livre (Cear), o8 tempos
médios de transito da [131I]albumina e da [3H]agua, a fracdo de

octanoato extraida numa unica passagem e a velocidade de meta-

bolizacdo calculada de acordo com a eqguacido [31A] (Fmet). Varios
desses parémetros serBo Uteis numa fase posterior da andlise dos
resultados deste trabalho. E necessédrio, no entanto, fazer alguns
comentdrios sobre algumas particularidades desses parémetros.
Pode-se verificar que a fracdo extraida aumenta um pouco
quando se aumenta a concentracdo portal de octanoato na faixa
entre 100 e 500 pM com a albumina fixa em 450 pM. Se a fragdo
extraida fosse constante haveria um aumento diretamente
proporcional A& concentracdo na velocidade de‘metabolizaoéo. Como

a frac3o extraida aumenta um pouco, a velocidade de metaboliza-

c%0, Fmet, tende a acelerar. Para um aumento de 5 vezes na
concentrac3o portal de octanoato (100 a 500 pyM), a velocidade de
metabolizac3o aumenta em cerca de 7 vezes. A diferenca persiste
mesmo que se considere a concentracdo média livre, Cef, a qual
aumenta em cerca de 6 vezes na mesma faixa.

Note-se ainda que Ce, a concentrac8o extracelular média,

calculada de acordo com a equac3o [28A], é sempre bem menor do
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que a concentracdo portal. Na verdade, Ca serd tanto mais
proxima da concentracBo portal quanto menor for a fracéo extraida

numa Gnica passagem pelo figado.

4.2.2. Os experimentos com albumina 150 uM

Resultados representativos da série de experimentos com
albumina 150 pM est3o mostrados nas Figuras 16 e 17. Médias de
varios pardmetros obtidos de todos os experimentos estdo
relacionadas na Tabela 6.

A Figura 16 mostra curvas de diluic8o obtidas com octanoato
100, 200, 330 e 490 pM. Comparando essas curvas com aquelas obti-
das com albumina 450 pM nota-se logo que a amplitude dos picos
das curvas do [l1-14Cloctanoato com albumina 150 uM estd bem
menor, e tende a diminuir guando se aumenta a concentrac8o entre
100 e 490 pM. Além da amplitude diminuir, a curva se desloca
progressivamente para a direita a4 medida que a concentracdo au-
menta. Com octanoato 490 pM, o pico da curva do [1-14CJoctanoato
situa-se numa posic8o intermedidria entre os picos das curvas da
(131 ]Jalbumina e da [3Hlagua.

A integrac8o das curvas de diluic&o da Figura 16, mostrada na
Figura 17, revela muito bem o progressivo deslocamento da curva
do [1-14Cloctanocato em direc8o a curva da [SH]agua. As curvas
integradas da Figura 17 revelam também que, & medida que aumenta
a concentrac8o de octanoato, as curvas do [1-14Cloctanoato tendem
assintoticamente a valores maiores, I1I.e., a fracdo extraida numa
tnica passagem tende a diminuir com a concentracdo.

Este Gltimo fendmeno é melhor apreciado nos valores listados
na Tabela 6. Com octanoato 100 pM a frac8o extraida foi de
65,5+3,6%; com octanoato 490 pM ela baixou para 55,515,4%. Ndo ¢€

um decréscimo muito grande, mas ele estd em contraste com o0 qQque
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Figura 16. Curvas de dilul¢c8o de [1-14C]octanoato mals
referéncilas com vdrias concentra¢des de octanoato e com albumina
150 uM. Figados de ratos alimentados foram perfundidos com tamp&o
Krebs/Henseleit-bicarbonato (pH 7,4) contendo albumina 150 uM e
octanoato nas concentracdes indicadas em cada grdfico. Em cada
experimento, quantidades-traco de [1-14C]Joctanoato (o—o0),
[131T Jalbumina (e—e) e [3BHlégua (a——a) foram injetadas
simultaneamente na entrada da veia porta. O perfusado efluente
foi coletado em fracdes de 0,5 a 2,0 segundos. As fracBes da
radioatividade injetada que apareceram por segundo foram
representadas contra o tempo apdés a injecéo.
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Figura 17. Frac8es acumuladas das curvas de diluigc8o da Figura

16. Os dados experimentais s#o os mesmos da Figura 16. Para cada
ponto experimental de cada uma das curvas da Figura 16 fol feita
uma. integracdo entre o tempo zero e o tempo desse ponto
experimental. 0 método de integracd3o utilizado foli a regra do
trapézio. As frac®es acumuladas foram representadas contra o
tempo ap6s a injec3o. Legendas: [1-14C]Joctanoato, 0——03;

(131 ]Jalbumina, e—e; [3Hlagua, a—a.
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Tabela 6

Pardmetros experimentais de uma sérlie de experimentos de diluicéo
de 1indicadores com [1-14C]Joctancato, realizados com albumina 150
LM  no perfusado. Figados de ratos alimentados foram perfundidos
com tamp3o Krebs/Henseleit-bicarbonato contendo albumina 150 uM,
conforme descrito em Materials e Métodos. Octanoato fol infundido
na faixa de 50 a 490 uM. Apds o estabelecimento de condic8es de
estado estaciondrio, uma mistura contendo os tracadores [1-
14CJoctanoato, [131I]albumina e [3H]ldgua fol injetada na entrada
da veila porta e o perfusado venoso fol fracionado e analisado
conforme descrito em Materiais e Métodos. A concentragdo
extracelular média, Ce, fol calculada de acordo com a equacdo
[28A]. A concentracd3o extracelular livre de octanoato, Ces, foi
determinada usando o algoritmo de Abumrad et al. (1981; eguacéo

[23B]). %taib e tagus foram determinados usando a equac8o [29A].

A velocidade de metabolizacdo, Fmeat, fol calculada de acordo com
a equacdo [31A].

Qctanoato Extracao nusa Ce Cat Tain Tagua Fiee
NS naveia dnica
porta pascagen {pmol + min™?
(pH) (%) {pH) {segundos) + al™1)

1 50 59,9 31,7 5,5 7,2 17,8 0,18

-3

100 45,5 40,5 11,2 8,3 19,4 0,35
(n=3) 13,6 42,2 $0,5 +0,5 10,9 0,002

3 200 87,5 114,0 23,2 7,5 18,0 0,78

4 250 89,9 137,2 29,1 13,9 25,2 0,90

5330 55,7 27,0 53,4 7,9 16,6 1,46
1,4

(n=3) 13,3 #5,0 1, 10,7 10,1 £0,18

b 400 56,4 263,0 68,3 9,4
(r=5) £0,02 5,0 12,4 £0,1

7 4% 53,5 341,0 99,6 7,5 17,8 1
(n=4) 15,4 17,0 17,1 £0,3 £0,3 £0,
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Figura 18. Comparacdo da curva de diluic8o de [1-14C]Joctanocato
com a curva de aparecimento do 14C0Oz. Figados de ratos
alimentados foram perfundidos com tampao Krebs/Henseleit-
bicarbonato (pH 7,4) contendo albumina 150 UM e octanoato 100 pM.
Quantidades-trago de (1-14C]loctanocato (o—o0), [181]]albumina
(n3o mostrada) e [3Hlégua (n8o mostrada) foram injetadas
simultaneamente na entrada da veia porta. 0 perfusado efluente
foi coletado em fracdes de 0,5 a 2,0 segundos. 0 [1-14C]loctanocato
(o——o0) foi extraido das amostras conforme descrito em Materiais
e Métodos. 0O 14C0z2 (e—e) foli captado em feniletilamina,
conforme descrito em Materiais e Métodos. A: fracOes da
radiocatividade 1injetada que apareceram por segundo; B: fracOes

acumuladas.
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ocorre na série de experimentos com albumina 450 uM, onde houve
um pequeno aumento na fracdo extraida. Isto se reflete na relacBo
entre a concentrac3o portal e as velocidades de metabolizacHo.
De acordo com a Tabela 6, enquanto a concentracdo portal de
octanoato aumentou em 9,8 vezes (de 50 a 490 uM) a velocidade de
metabolizac8o aumentou em 8,06 vezes. Maior ainda € a diferenca
quando se compara o aumento da metabolizacdo com o aumento na
concentraco livre média (Cez). Esta 0ltima aumentou de 5,5 para
99,6 uM, isto &, 18,1 vezes.

Em alguns dos experimentos da série com albumina 150 pM mediu-
se, além da curva de diluic3o do [1-14CJoctanoato, a produclio de
14C02. Como se verad adiante, a curva de aparecimento do 14COz n&o
terd utilidade nos célculos dos parémetros de transporte e
metabolismo. Porém, n#o deixa de ser interessante uma comparacéo
da cinética de aparecimento do 14COz com a curva de diluigdo do
[1-14CJoctanoato. Os resultados de um experimento tipico estdo
mostrados na Figura 18. O 14C0Oz aparece bem mais tarde que o [1-
14CJoctancato, o gue de certa forma € esperado, polis se trata de
um produto deste ultimo. O pico da curva do 14C0Oz estd em torno
de 15 segundos, enquanto que o pico do‘[1—14C]octanoato estd em
torno de 5 segundos. Quanto a fracdo da radioatividade injetada
que aparece como 14COz, ela estd em torno de 18%, conforme
revelado pela tendéncia assintética da curva integrada na Figura
18B. Isto é bastante, pois como a frac@do de [1-14C]octanoato
extraida pelo figado se situa em torno 60%, isto significa que
30% do octanoato metabolizado acaba sendo transformado em CO=.

Estes numeros, naturalmente, s3o0 validos apenas para octanoato



Resultados e Diescussio 128

portal 100 uM e albumina 150 uM.
4.2.3. Os experimentos com albumina 50 uM

Uma outra série de experimentos fol realizada com albumina 50
uM. Resultadds representativos podem ser vistos nas Figuras 19 e
20 e valores médios de vdrios pardmetros est8o listados na Tabela
7.

0 comportamento do [1-14CJoctanoato com albumina 50 uM segue
a mesma tendéncia ja verificada com albumina 450 e 150 uM: com
aumentos na concentrac8o de octanoato portal a curva tende a
ficar comprimida e progressivamente deslocada para a direita.
Como mostra a Figura 19, no entanto, com albumina 50 uM, esta
tendéncia € muito mais acentuada. Com octanoato 90 puM o pico da
curva do [1-14Cloctanoato situa-se & esquerda do pico da [132]]-
albumina. Com octanoato portal 300 pM, o pico passa a se situar
entre os picos da [131I]albumina e da [SHlagua. E, finalmente,
com octanoato portal 470 uM, o pico da curva do [1-14CJoctanoato
passa a se situar a direita do pico da curva da ([3Hlagua. O
retardamento do [1-14CJloctanoato acentua-se muito, portanto, o
que significa que o seu espago aparente aumenta muito, a ponto de
superar O espago agquoso.

A &rea sob as curvas do [1-14Cloctanocato é bem pequena, O que
significa que a frac®o extraida & bastante alta. Iesto pode s8er
melhor avaliado na Figura 20, que mostra as integrais das curvas
da Figura 19. Como se pode deduzir das curvas da Figura 20, a
fracio extraida diminul quando s&e aumenta a concentrac8o de
octanoato portal, fato também observado com albumina 150 uM. Na
Figura 20 fica também evidente o deslocamento da curva do [1-
14CJoctanoato em relacBo as curvas das referéncias. Com octanoato

470 uM a curva do [1-14C]Joctanoato estd praticamente toda situada
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Figura 19. Curvas de dilluicdo de [1-14C]Joctancato mals
referéncias com vdrias concentracées de octanoato e com albumina
50 uM. Figados de ratos alimentados foram perfundidos com tampao
Krebs/Henseleit-bicarbonato (pH 7,4) contendo albumina 50 upM e
octanoato nas concentracdes indicadas em cada grafico. Em cada
experimento, quantidades-tragco de [l1-14C]Joctanoato (o—o0),
(131TJalbumina (e—e) e [3Hlégua (a——a) foram injetadas
simultaneamente na entrada da veia porta. O perfusado efluente
foi coletado em fracdes de 0,5 a 2,0 segundos. As frac8es da
radioatividade injetada Qque apareceram por segundo foram
representadas contra o tempo apdés a injecéo.
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Figura 20. Frac¢8es acumuladas das curvas de dilulcl8o da Filgura
19. Os dados experimentalis s3o os mesmos da Figura 19. Para cada

ponto experimental de cada uma das curvas da Flgura 19 foi feita
entre o tempo zero e o tempo desse ponto

0O método de integracdo utilizado foli a regra do

fracdes acumuladas foram representadas contra o
Legendas: [1-1<4C]Joctanoato, 0—O03

uma 1integracdo
experimental.
trapézio. As
tempo ap6és a injecdo.
(131]]Jalbumina, e—e; [3Hldgua, a—a.
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Tabela 7

Paradametros experimentais de uma série de experimentos de dilulgéo
de indicadores com [1-14C]octanoato, realizados com albumina 50
UM no perfusado. Figados de ratos alimentados foram perfundidos
com tamp8o Krebs/Henseleit-bicarbonato contendo albumina 50 uM,
conforme descrito em Materials e Métodos. Octanoato fol infundido
na faixa de 50 a 470 pM. Apds o estabelecimento de condigdes de
estado estaciondrio, wuma mistura contendo os tracadores [1-
14CJoctancato, [131I]albumina e [3H]éagua fol injetada na entrada
da veia porta e o perfusado venoso fol fracionado e analisado
conforme descrito em Materiais e Métodos. A concentrac8o
extracelular média, Ce, fol calculada de acordo com a equac8o
[28A]. A concentracdo extracelular livre de octanocato, Cesz, foi
determinada usando o algoritmo de Abumrad et al. (1981; equacéo

[23B]). %alb € tsgua foram determinados usando a equacdo [29A].

A velocidade de metabolizacdo, Fmet, foi calculada de acordo com
a equacio [31A].

Octanoato Extrag§0 nuga Ce Cae Tarn Tagua L
N0 na vela dnica
porta passages {pacl ¢+ min~?
{pH) (%) (M) {segundos) v al™t)
{ 30 86,8 18,2 7,1 8,2 19,7 0,23
2 90 83,3 31,0 13,5 7,3 17,9 0,43
{n=3) 5,7 47,8 13,6 i, 3 10,04
3 190 84,3 81,0 37,1 8,6 18,3 1,04
(n=3) 1,8 17,0 3,8 10,8 10,8 40,09
4 300 81,7 194,0 106,9 11,1 21,9 1,05
(n=4) 34,3 15,1 1,5 i, 1,2 40,12
i 370 62,3 233,0 134,86 8,6 18,4 1,39

(n=3) +4,2 +20,0 415,0 40,9 10,2 10,07

5 470 49,4 356,0 231,5 8,8 17,9 1,26
(n=5) £3,4 £13,0 10,9 £0,4 10,1 10,06
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a4 direita da curva da [3Hlagua. O [1-14C]octanoato chega,
portanto, a se comportar de modo semelhante ao &cido niflGmico,
droga 1lipofilica cujas curvas de diluicdo se situam sempre a
direita da curva da [3H]dgua (Kelmer-Bracht et al., 1993).

A Tabela 7 permite avaliar melhor a variacd3o da fracéo
extraida com a concentracdo portal de octanoato. Ela varia de
86,8% com octanocato portal 50 uM para 49,6% com octanocato portal
igual a 470 puM. Como a fracdo extraida cal de modo acentuado, a
variacdo da velocidade de metabolizac8o, naturalmente, deve ser

bem menor do que a variac3o da concentrac8o. De fato, a veloci-

dade de metabolizacdo (ert) aumentou em 5,5 vezes na falxa de
octanoato portal de 50 a 470 uM. O aumento na concentracdo
portal, como é facil de calcular, é de 9,4 vezes. A concentracdo

média livre aumentou muito mais, exatamente 32,6 vezes.

4.3. 0 ajuste de um modelo as curvas de diluicéo

do [1-14C]Joctanoato
4.3.1. Consideracfes prelliminares

Tudo o que se pode obter das curvas de diluicdo do [1-14CJoc-
tanoato sem uma andlise matematica mais sofisticada, esta
relacionado nas Tabelas 5 a 7. N3o é muita coisa. E verdade que
se pode obter a velocidade de metabolizacdo, mas n&@o hd nenhuma
informac%o quantitativa sobre as velocidades de transporte e
sobre a distribuic3o intracelular do octanoato. Pode-se apenas
dedﬁzir pela forma das curvas do [1-14C]Joctanoato que o0 seu
espaco aparente de distribuicBo tende a aumentar quando se
aumenta a raz3o octanoato/albumina.

Na busca do mecanismo que descreve o comportamento do
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Figura 21. Sobreposiclo da curva da [3H]dgua 4 curva da
[131] Jalbumina. Os valores experimentais das curvas da [1311]-
albumina (e) e da [3Hlagua (a) de um experimento de diluic8o de
indicadores estdo representados. A curva que une 08 pontos da
curva da [131I]albumina foi calculada de acordo com a equacdo
[7A1 com os valores otimizados de to e ©° indicados. Os valores
otimizados foram obtidos por um ajuste de minimos quadrados,
conforme descrito em Materiais e Métodos.
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[1-14C]Joctanoato deve-se levar em conta o que jé& se sabe sobre a

velocidade com que easse acido graxo dissocia da albumina para

entrar em fases fosfolipidicas. Conforme foi descrito na Intro-

ducdo, a velocidade de dissociac&o do octanoato em direc8o a

fosfolipideos ¢é extremamente elevada (veja Tabela 1), diferindo

em pelo menos quatro ordens de grandeza da velocidade de

dissociac3o dos complexos da albumina com Adcidos graxos de cadela
longa. De todos o0& mecanismos discutidos na seccdo0 As bases
matemdticas da andlise de experimentos de diluig8o de 1ndicado-
res, aquele que descreve uma rapida passagem do octanoato para.
a membrana celular estd esquematizado nas Figuras 4 (apenas
tracador) e 10 (estado estaclondrio). Se o octanoato passar da
membrana plasmdtica para o interior da célula de forma
jrreversivel, a equacd3o [BA] deverd bastar para descrever as
curvas de diluicso do [1-14Cloctanoato. Se, no entanto, houver
retorno do espaco celular para a membrana plasmatica, a equacdo
[4A], que contém o par8metro para este retorno, deverd ser a
descric3o adequada da curva de diluic&o0 do [1-14C]Joctanocato. Se
os dados ajustarem & equacdo [DA], apenas og parémetros Q e ks
poder3o ser obtidos; se a equac8o [4A] for necesséria, ka e ks
também poderdo ser determinados. Antes de mais nada, porém, seré
necessario obter uma estimativa independente de to (0o tempo de
trénsito pelos grandes vasos) e de 8° (a raz8o do espaco

intracelular para o espacoO extracelular).

4.3.2. O cdlculo de to e @~

A equacdo [7A] fornece as bases quantitativas para a obtencéo
de to € ©°. Uma andlise desta equac8o revela que deveria ser pos-

sivel transformar a curva da [3H]4gua de tal forma que ela s8e
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sobreponha a4 curva da [131]]Jalbumina, ou vice-versa. A sobreposi-
c3o serd tanto melhor quanto mails corretos estiverem os valores
de to e 8°. O método dos minimos quadrados pode ser usado para
otimizar os valores de to e 86°. A Figura 21 ilustra o procedimen-
to com os dados de um experimento escolhido ao acaso. Os pontos
representam as curvas experimentais da [131I]albumina (e) e da
[3Hldgua (a). A 1linha continua que passa através dos pontos
experimentaie da curva da [131I]albumina é a curva transformada
da [BHldgua, obtida com to = 2,11 segundos e 6° = 1,74. Para a
transformacdo, os tempos da curva da [3Hldgua, subtraidos de to,
s%0 encurtados pelo fator (1 + ©°) e novamente somados a to; e,
a amplitude é aumentada pelo mesmo fator (1 + 67). Como se pode
ver, a curva tracada cobre bem o8 pontos experimentals da
[131] Jalbumina.

0 procedimento ilustrado pela Figura 21 foi utilizado para
todos os experimentos de diluicdo de indicadores deste trabalho
listados nas Tabelas 5 a 7 e os valores de to € ©° obtidos foram

inseridos nas equacdes [4A]1 ou [HBA].

4.3.3. Ajustes de minimos quadrados das equagles

[4A] e [H5A] aos dados experimentals

As Figuras 22 a 27 ilustram o ajuste das equac8es [4A] ou
[6A] aos dados experimentails. Os dados essenciais de cada experi-
mento est3o listados no lado direito superior de cada gréafico,
juntamente com os valores otimizados dos parémetros, to, 67,
Q, ka, ka e ke. Nas Figuras 22, 24 e 26, as curvas experimentais
do [1-14CJoctanocato est3o representadas pelos circulos chelos (e)
enquanto que a linha continua que passa pelos pontos é a curva
calculada com os valores otimizados dos parémetros. A linha

tracejada (--—--) é a curva da nova referéncia, que conforme as
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Figura 22. Ajuste das equacbes [4A] ou [D5A] ds curvas de diluicédo
do [1-14CJoctanoato obtidas com albumina 450 uM no perfusado. As
equacdes foram ajustadas aos dados experimentais através de um
procedimento de minimos quadrados, conforme descrito em Materials
e Métodos. As condicBes experimentais e o8 valores otimizados
obtidos para cada parémetro estBo relacionados em cada gréfico,
juntamente com O €rro padrdo da estimativa (o). Os valores
otimizados de to e 8  foram obtidos da sobreposic3o das curvas da
[3Hl4dgua e da (131 Jalbumina, conforme ilustrado pela Figura 21.
Legendas: curva experimental do [1-14CJoctancato, e; curva
calculada do [1-14CJloctancato, ——; curva da nova referéncia,
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Figura 23. Comparacdo da curva da nova referéncia para o [1-14C]-
octanoato com as curvas da [3SH]dgua e da [131]Jalbumina na série
de experimentos com albumina 450 uM. As curvas da nova referéncia
(-——-) J& mostradas nos graficos da Figura 22 est8o representadas
ao lado das curvas experimentais da [131I]albumina (e) e da
[BH]4gua (a). Os valores dos tempos médios de trénsito da [131I]-

albumina (teiv), da [3Hldgua (tsague) e da nova referéncia (tnrer)
estdo listados no canto superior direito de cada grafico.
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equagbes [4A] e [HA] resulta da transformacdo da curva da
(131]Jalbumina. Esta transformac3o € obtida diminuindo a
amplitude pelo fator (1 + Q8°) e alongando o tempo subtraido de
to pelo fator (1 + QO°), voltando a adicionar to. Este
procedimento é andlogo ao que fol feito na sobreposicdo da curva
da [BH]ldgua A& curva da [131I]albumina. As Figuras 23, 25 e 27
permitem comparar as curvas da nova referéncia com as curvas da
[131T]albumina e da [3H]lagua. Nestes gréaficos estdo listados
também os valores dos tempos médios de trénsito, que d3o uma

estimativa quantitativa das diferencas entre as curvas.

4.3.3.1. A sérlie com albumina 450 uM

Na série de experimentos com albumina 450 uM (ver Tabela 5) a
equacdo [5A] é suficiente para descrever as curvas de [1-14C]-
octanoato obtidas com octanoato 100 e 200 puM no perfusado portal.
Para concentracdes maiores, no entanto, a equacdo [H5A] n&o €
suficiente e é necessario recorrer & equacdo [4A]. Os quatro
graficos da Figura 22 ilustram isto. Em cada um deles, a curva
calculada com os valores otimizados dos parémetros (——) descreve
bem a curva experimental (e), n3o havendo deevios sistemdticos
em nenhuma das extremidades. O valor de ks é muito grande com
octanoato portal 100 uM e o valor de Q muito pequeno. A medida
que aumenta a concentracdo portal de octanoato, ka decresce e
Q aumenta. O valor de ka4 aumenta na faixa entre 300 e 500 uM, mas
ainda assim permanece muito abaixo do valor de ka (ver Figuras 4
e 10 para os significados de Q, ka, ka e ks). A julgar por estas
tendéncias, com octanoato portal 100 e 200 pyM a diferenca entre
ks e ka deve ser muito maior, o que justifica o fato de as
correspondentes curvas de diluic8o de [1-14CJloctancato ajustarem

muito bem & equacd3o [H5A], sendo ka muito pequeno para ser
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determinado. Isto significa que para octanoato portal até 200 uM
e com albumina 450 pM, daquela fracdo do tracador que deixa a
membrana celular em direc3o ao restante da célula, praticamente
nada consegue escapar da transformacdo metabdlica. Com octanoato
portal acima de 300 uM, no entanto, ja& comeca a haver algum
retorno do tracador.

Em termos relativos, o valor de Q aumenta bastante & medida
gque a concentracdo portal de octanoato & aumentada, mas mesmo na
maior concentrac3o, 500 uM, o seu valor absoluto é baixo. Convém
lembrar que Q é igual a kis/kz, isto é, a raz3o das constantes de
velocidade de influxo e efluxo. O pardmetro Q©°, por outro lado,
corresponde & raz8o do espaco aparente do [1-14CJoctanoato na
membrana celular e adjacéncias para o e€e8paco extracelular,
conforme revelado pela equac8o [32A]. Como Q é pequeno na série
de experimentos com albumina 450 uM, a curva da nova referéncia
ndo deve diferir muito da curva da ([*31I]albumina, o0 gque €
confirmado pelos gréaficos da Figura 23. A 1linha tracejada
(--—-), que descreve a curva da nova referéncia, somente se
diferencia visualmente da curva da [121I]Jalbumina nas maliores

concentrac8es portais de octanoato. Isto também estd patente nos

valores dos tempos médios de trénsito da nova referéncia (tnresf)

quando comparados com o8 tempos médios de trénsito da [131I]al-

bumina (taiv).

4.3.3.2. A série com albumina 150 uM

A Figura 24 permite avaliar a concordadncia entre teoria e ex-
perimento na série de experimentos com albumina 150 pM. Ao con-
trario do que ocorreu na série com albumina 450 pM, ka pbde ser

determinado J& na faixa de octanoato portal que val de 100 a
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Figura 24. Ajuste da equagcéo [4A] 4s curvas de diluic8o do [1-
14CJoctanoato obtldas com albumina 150 uM no perfusado. A
equacBo foi ajustada aos dados experimentais através de um
procedimento de minimos quadrados, conforme descrito em Materials
e Métodos. As condicBes experimentals e o8 valores otimizados
obtidos para cada parémetro estdo relacionados em cada grafico,
juntamente com O erro padr3o da estimativa (o). Os valores
otimizados de te € 6  foram obtidos da sobreposicdo das curvas da
(8Hldgua e da [131I]albumina, conforme ilustrado pela Figura 21.
Legendas: curva experimental do [1-24CJoctanocato, e; curva
calculada do [1-14C]Joctanocato, ——; curva da nova referéncia,
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Figura 25. Comparacédo da curva da nova referéncla para o [1-14C]—-
octanoato com as curvas da [SH]dgua e da [131]Jalbumina na série
de experimentos com albumina 150 pM. As curvas da nova referéncia
(----) ja mostradas nos gréaficos da Figura 24 est8o representadas

lado
[3H]égua (a). Os valores dos tempos médios de trénsito da [1311]-

ao

das

curvas experimentais da [131I]albumina

(¢) e da

albumina (tsiv), da [3H]agua (tagus) e da nova referéncia (tares)
est3o listados no canto superior direito de cada grafico.
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490 uM. Apenas com octanocato 50 pM (n3o mostrado) n&o fol
ppssivel determinar ka.

Da mesma forma que na série com albumina 450 uM, também com
albumina 150 uM h& uma boa concordédncia entre teoria e experimen-
to: as curvas calculadas com os valores otimizados dos paréme-
tros descrevem bem as curvas experimentails.

Em termos dos valores das constantes de velocidade pode-se
dizer que a medida gque a concentrac8o portal de octanoato
aumenta, o valor de ka torna-se cada vez mais significativo em
relacdo a ks.

A tendéncia de variac8o dos valores de Q €é a mesma J&
verificada na série de experimentos com albumina 450 uM: Q@  tende
a aumentar quando se aumenta a concentrac#o portal de octanoato.
Isto acaba se refletindo na posic#o da curva da nova referéncia,
que se afasta progressivamente da curva da [131I]Jalbumina,
conforme revelado pelos graficos da Figura 25. Com octanoato 100
uM, a curva da nova referéncia mal pode ser distinguida da curva
da [121I]albumina. Com octanoato portal 490 pM, no entanto, a
curva da nova referéncia foi deslocada para a direita e se situa
a melo caminho entre a curva da (131T]albumina e da ([3Hlégua.
Quantitativamente 1isto pode ser avaliado comparando os tempos
médios de trénsito da nova referéncia com os da (131 ]Jalbumina em

cada casoO.

4.3.3.3. A série com albumina 50 uM

Ajustes da equacdo [4A] aos dados experimentais, representa-
tivos daqueles obtidos com albumina 50 pM no perfusado, podem ser
vistos na Figura 26. Novamente, quatro ajustes, com octanoato

portal na faixa entre 90 e 470 uM, est8o representados. Como era
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Figura 26. Ajuste da equac8o [4A] ds curvas de diluicdo do [I1-
14C]Joctanoato obtidas com albumina 50 uM no perfusado. A equagao
foi ajustada aos dados experimentais através de um procedimento
de minimos quadrados, conforme descrito em Mbteqjais e Métodos.
As condicdes experimentais e os valores otimizados obtidos para
cada parametro est3o relacionados em cada gréfico, Juntamente com
o erro padr3o da estimativa (o). Os valores otimizados de to € 6°
foram obtidos da sobreposicdo das curvas da [3H]lagua e da
[131]Jalbumina, conforme ilustrado pela Figura 21. Legendas:
curva experimental do [1-14CJoctanoato, e; curva calculada do [1-
14CJoctanoato, ; curva da nova referéncla, ---—-- .
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Figura 27. Comparacdo da curva da nova referéncia para o [1-14C]-
octanoato com as curvas da [3H]dgua e da [131] Jalbumina na série
de experimentos com albumina 50 uM. As curvas da nova referéncia
(----) ja mostradas nos graficos da Figura 26 estdo representadas
ao lado das curvas experimentais da [131I]albumina (e) e da
[BH]l4gua (a). Os valores dos tempos médios de trénsito da [131I]-

albumina (Teiv), da [3Hlégua (tsgua) e da nova referéncia (tnres)
estdo listados no canto superior direito de cada grafico.
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de esperar, em virtude do que ocorreu na série com albumina 150
uM, a equacdo [4A] descreve multo bem os dados experimentais,
independente da concentrac3o de octanocato. A tendéncia geral da
variac3o dos valores dos parédmetros é a mesma que nas séries com
albumina 450 e 150 puM. O valor de ka torna-se cada vez mails
significativo em relacdo a ka, e este ultimo apresenta uma
tendéncia de queda & medida que o octanocato portal aumenta.

0 valor de Q aumenta muito com o aumento do octanoato portal
o que, mais uma vez se reflete no deslocamento para a direita da
curva da nova referéncia, conforme revelado pela Figura 27. Com
octanocato 90 uM, o pico da nova referéncia ainda aparece no mesmo
tempo em gque aparece o pico da curva da [131I]Jalbumina. Com
octanoato portal 190 uM, no entanto, o pico da nova referéncia ja
ge deslocou significativamente em direc&o ao pico da curva da
[3Hlégua. Com octanoato 370 uM, os picos da curva da nova
referéncia e da curva da [3Hlédgua praticamente coincidem. E, com
octanoato 470 uM o pico da curva da nova referéncia estd A
direita do pico da curva da [3Hlégua. Isto faz com que o tempo
médio de trénsito da nova referéncia, neste Gltimo caso, supere o
tempo médio de trénsito da [3Hl&agua em dois segundos. Em termos
de espaco aparente do octanocato na membrana plasmatica, 1isto
significaria que este Aclido graxo tem um espago aparente na
membrana plasmdtica superior mesmo ao éspaco aquoso total do
figado. E bom enfatizar desde jéd que se trata de um espago

aparente e nd3o de um espaco real.

4.4. Testes de consisténcia do modelo de troca rapida do

octanoato com a membrana plasmdtica
4.4.1. Conslderacbes preliminares

Embora seja essencial que a equagdo gue descreve um deter-
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minado mecanismo possa ser ajustada &as curvas experimentais, isto
n3o é prova suficiente de que o mecanismo realmente estd correto.
Quando se trata de equacBes t3o complexas como a equacdo [4A]1 e
outras descritas neste trabalho, a concorddncia pode ser
meramente casual, assim como serd meramente casual um ajuste de
um polindémio ou uma soma de funcBes exponenciais a uma curva
qualquer (Bjdrck e Dahlquist, 1972). Por isto, ha necessidade de
outros testes que n3o a mera concordéncia entre as curvas
experimentais e as calculadas. Quanto maior for o numero de
testes que puderem ser feitos, melhor. E se os dados tedricos
passarem em todos os testes tanto maior serd a confianca que se
poderd ter neles.

No caso dos experimentos com octanoato, varios testes podem
ser feitos.

Um dos testes mais importantes serd o de verificar se as
velocidades de metabolizac®o calculadas & partir das constantes
de velocidade (Fmet), através da equacdo [25A], concordam com a8
velocidades de metabolizac&o calculadas a partir da diferenca

porto-venosa e dos tempos médios de transito da [131I]albumina e

da [3Hlagua (Fmet), conforme dado pela equac8o [31A]. Como ja foi
discutido anteriormente, estas duas maneiras de calcular a
velocidade de metabolizacB8o s8o completamente independentes uma
da outra. E de se esperar também, que para cada concentracdo de
albumina haja correlacdes, sejam de que tipo for, entre Fmet OU
Finz e a concentracdo extracelular (Cs).

Outra concorddncia que deve ser esperada & entre a razdo
C1108°/Ce, calculada a partir das constantes de velocidade
(basicamente a equacdo [26A1), e a mesma razBo calculada a partir
de tempos médios de trénsito (equacdo [32A]1). Esta Gltima n8o é

totalmente independente de um ajuste da equacdo [4A] s&aos dados
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experimentais, mas mesmo assim, uma eventual concordéncia pode
ser utilizada como critério de consisténcia.

H& variae correlacdes que s#o esperadas, independentemente da
concentracdo de albumina no espaco extracelular. Assim, s8se a
dissociacBo do complexo albumina-octanoato €é realmente muito
répida e, ainda, se a entrada subsequente na membrana plasmatica
também for muito réapida, requisitos nos quais se baseia a equa-
cdo [4A], deveria haver uma correlacdo entre Cii e Caz
(concentrac8o livre de octanoato), independentemente da maneira
pela qual esta Ultima é estabelecida. Isto equivale a dizer que
Ci1 deveria correlacionar com Cer independente da concentrac8o de
albumina e de octanoato total (Ce), pois tanto o valor de Cez,
como ‘também o de Cii, s8o valores de equilibrio se a velocidade
de dissociac3o para a entrada na membrana for muito rapida.

HA ainda mais duae correlacBes que podem ser esperadas € due
s30 independentes da concentracfo de albumina no espago extrace-
lular. A primeira delas ¢é a relacdo entre a velocidade de entra-
da no estoque celular (Finz) € a concentracdo de octanoato na
membrana plaemdtica (Cii). Finz deveria depender apenas de Cii,
independentemente de como esta Gltima & estabelecida. A segunda
diz respeito & velocidade de metabolizacdo (Fmaet) que deveria
correlacionar com a concentracdo no estogue celular (Ciz).

Outro procedimento valido é o de tentar ajustar as curvas do
[1-14C]octanoato a outras equacdes, especialmente & equacdo [2A],
que € o caso limite de varios mecanismos (ver Tabela 4). Se ndo
'for possivel ajustar outras equacgdes aos dados experimentais,
fica claro que a equacgdo [4A] é a unica correta. Se for ©possivel
ajustar outras equacdes, no entanto, mesmo Qqueé apenas numa
determinada faixa de concentracdes, seréd necessdrio, também
neste caso, realizar testes adequados para verificar se o ajuste

é meramente casual ou néo.
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4.4.2. Variacdo de parédmetros calculados com as constantes

de velocidade em funcdo de Ce

As Figuras 28 a 30 mostram a variacdo de Fmet, Fmet, Finz,
C110°/Ce € Ci116° com a concentracdo média extracelular de
octanoato (Ce) para cada uma das concentracBes de albumina
utilizadas neste trabalho. Fmet é a velocidade de metabolizacdo,
que corresponde ao fluxo liquido através da membrana celular,

calculada a partir de Ce, de Q e das constantes de velocidade, de

acordo com a equac3o [25A]. Fmet € a velocidade de metabolizac8o
calculada a partir da diferenca porto-venosa e dos tempos médios
de transito da [3H]dgua e da [131I]albumina, de acordo com a
equacio [31A]. Este parémetro estd relacionado nas Tabelas 5 a 7.
Finz é o fluxo unidirecional de entrada no segundo estogque
celular (ver Figura 10), e foil calculado através da equacdo
[23A]. A concentracdo de octanoato no primeiro estoque (Cii),
conforme dado pela equacdo [26A], fol multiplicada por 67, para
referi-la ao espaco extracelular, com vistas principalmente ao

cadlculo de C1187/Ce.

4.4.2.1. A série de experimentos com albumina 450 uM

A Figura 28 mostra a variacdo dos parémetros em funcéio de Ca,
quando a concentracdo de albumina no perfusado foi igual a 450

uM. Os erros padroes estdo representados pelos tracos verticais,

sendo que o significado dos simbolos estd definido na figura. A

relac80 entre Finz e Ca € parabélica, o mesmo ocorrendo com Fmat

e Ce. Para as duas menores concentracdes, os valores de Finz €

Fmet 830 idénticos, o gue decorre do fato de que, para aquelas

condicdes, a equac8o [HA] foi suficiente para descrever as curvas

de [1-14Cloctanocato. A medida que Ce aumenta, no entanto, Finz €
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Figura 28. Pardmetros calculados a partir de constantes de
velocidade em func8o da concentrac8o médla extracelular de
octanoato de experimentos reallzados com albumina 450 uM no
perfusado. Os par8metros foram calculados a partir das constantes
de velocidade ks, ka e ke, € dos valores de Q obtidos do ajuste
das equacdes [4A]1 ou [DBA] as curvas de diluicBio do [1-14C]-
octanoato. Cea & a média das concentracdes porto-venosas,

calculada de acordo com a equacdo [28A]. Fmet, Fmet € Finz foram
calculados pelas equacdes [25A], [31A] e [23Al], respectivamente.
A concentracdo de octanoato na membrana plasmédtica, Cii, foi
calculada pela equac3o [26A]. Este parémetro fol multiplicado por
0" para referi-lo ao espaco extracelular.
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Fmat afastam-se progressivamente, o que significa que o efluxo
(que é igual a Fmet - Finz2) se torna cada vez mals significativo.
Deve-se mencionar aqui, que uma relac3o parabdlica semelhante a
da Figura 28 foi encontrada também para a entrada do palmitato no
estoque celular em experimentos realizados com albumina 150 yuM no
perfusado (Ferraresi-Filho et al., 1992). Fmet para o palmitato,

no entanto, variou 1linearmente com Ce. Note-se na Figura 28, a

razoadvel concorddncia que hé entre os valores de Fmet € Frmet
havendo uma diferenca muito pequena entre eles (15% em média,

conforme pode ser visto na Tabela 8, que mostra a média das ra-

2568 Fmet/Fmet nessa série experimental). Esse era justamente um
dos critérios de consisténcia a ser satisfeito pelos dados
calculados a partir do mecanismo da Figura 10. Ao menos por
enquanto o esquema da Figura 10 passa pelo teste.

A concentracdo de octanoato na membfana plasmatica, C1107,
também aumenta parabolicamente com a concentracd3o extracelular.
Embora esta 0ltima aumente bastante na faixa de concentracdo
estudada, relativamente & concentracd3o extracelular ela é
bastante pequena, haja visto que a raz3o C110° /Ce méxima estd em
torno de 0,05. Isto reflete, na verdade, os baixos valores de Q
nesta série experimental, pois C1187/Ce &, de acordo com a

equacdo [32A]1, 1igual a 08°. A equaclo [32A] também prevé que

C116°/Ca = Q8" = (Tnrer — taib)/(taip - to), sendo esta jgualda-

de mals um dos critérios a serem preenchidos, conforme discutido

acima. A Tabela 8 mostra que Q0 e (tnrer - te1v)/(tair - to)
diferem em menog de 10%, em média, o que € uma concordéncia muito
boa.

Deve-se mencionar que, apesar da complexidade dos experi-
mentos e dos fendémenos descritos pela equacdo [4A1], 08 erros

padrdes dos diversos pardmetros representados na Figura 28 séo,
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Figura 29. Pardmetros calculados a partir de constantes de
velocidade em fungdo da concentraco média extracelular de
octanoato de experimentos reallzados com albumina 150 uM no
perfusado. Os parémetros foram calculados a partir das constantes
de velocidade ks, k4 € ke, e dos valores de Q obtidos do ajuste
das equacBes [4A]1 ou [HA] as curvas de diluicsio do [1-14C]-
octanoato. Ce é a média das concentracdes porto-venosas,

calculada de acordo com a equagdo [28A]. Fmet, Fmet € Finz foram
calculados pelas equacdes [25A], [31A] e [23A], respectivamente.
A concentracdo de octanoato na membrana plasmdtica, Cii, fol
calculada pela equacdo [26A]. Este parémetro fol multiplicado por
8 ° para referi-lo ao espago extracelular.
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Figura 30. Parémetros calculados a partir de constantes de
velocidade em func8o0 da concentracBo média extracelular de
octancato de experimentos reallzados com albumina 50 uM no
perfusado. Os parémetros foram calculados a partir das constantes
de velocidade ka, kqa e ke, e dos valores de Q obtidos do ajuste
das equacdes [4A]1 ou [H5A] as curvas de diluicBo do [1-24C]-
octanocato. Ca €& a média das concentracdes porto-venosas,

calculada de acordo com a equacdo [28A]. Fmet, Fmet € Finz foram
calculados pelas equacdes [25A]1, [31A] e [23A], respectivamente.
A concentrac3co de octanoato na membrana plaemética, Caia, fol
calculada pela equacdo [26A]1. Este parémetro fol maltiplicado por
8- para referi-lo ao espaco extracelular.
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com poucas excecdes, relativamente pegquencos, o que atesta a boa

reprodutibilidade, ao menos nesta série.

4.4.2.2. A série de experimentos com albumina 150 uM

Na Figura 29 est3o representados os parémetros calculados a
partir das constantes de velocidade obtidae para a série de
experimentos realizados com albumina 150 pM no perfusado. Os
tracos verticals representam os erros padrdes. Quando estéo
ausentes & porque s3o experimentos isolados.

Uma comparacd3c dos graficos das Figuras 29 e 28 revela
semelhancas, mas também algumas diferencas. Finz 6 novamente uma
func&o parabdlica de Ca, inclusive mais acentuada. Fmet, Nno éen-

tanto, apresenta um nitido fendmeno de saturac3o ou pseudo-satu-
racBo. Note-se, novamente, a boa concordéncia entre Fmat € Fmet,

o que 6 corroborado pela razdo média Fmet/Fmet bem préxima da
unidade, conforme mostrado na Tabela 8. Deve-se mencionar ainda,
que também com albumina 150 uM, a diferenca entre Finz e Fmet
tende a aumentar A medida que aumenta a concentracdo de octa-

noato.

A concentrac8o de octanocato na membrana plasmética, C1107,

também aumenta quase que linearmente com Ce, ao contrédrio do que

ocorreu na 8série com albumina 450 uM, na gqual C118° aumentou
parabolicamente. A raz3o C1187/Ca, no entanto, aumenta

parabolicamente. O seu valor maximo nesta série experimental (em

torno de 0,4) é muito maior que o valor méximo encontrado na

série com albumina 450 uM (em torno de 0,05). Isto reflete, na
verdade, o progressivo deslocamento para a direita da curva do

[{1-14Cloctanoato na série de experimentos com albumina 150 uM,
muito maior do <que na série com albumina 450 uM (compare as

Figuras 14 e 16).
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Tabela 8

Razdes Fmet/Fhet e Q0 /[(tnrer — taiv)/(taiv - to)]l para cada
uma das séries de experimentos de diluicdo de [1-14C]Joctanoato
realizadas com diferentes concentracdes de albumina no perfusado.

A razdo Fmet/Ffiet estd representada tanto para o ajuste da
equacdoc [4A]1 (ou eventualmente [HA]l) aos dados, como para O
ajuste da equacBo [2A] as curvas de diluicBo. Para malores
detalhes, vide o texto.

Ajuste da equag8o Ajuste da equag8o
{4A] aos dados {2A] aos dados
Concentrac8o Foet Q- Fuet
?12 :l?;’:iggo E:et (-{}nref - Ealb)/ (-t:alb - to) Fa:uet
(M)
450 1,150,004 1,08910,044 1,1410,04
(n = 1b)
150 1,1010,05 1,00910,0056 1,4810,07
(n = 18)
50 0,8510,08 1,00010,001 1,8410,08
(n = 19)

A concordéncia entre oes valores de C110°/Ca calculados como
Q8" e (tnrefr — Te1b)/(taiv — to) € muito boa também para a série
de experimentos com albumina 150 uM, conforme revela a Tabela 8.
0 significado desta concordéncia jJa foi comentado acima.

4.4.2.3. A série de experimentos com albumina 50 uM

Os fluxos e as concentracdes determinadas para a 8érie de
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experimentos com albumina 50 pM no perfusado estdo representados
na Figura 30. Do ponto de vista da reprodutibilidade esta é a
série mais problemdtica. Em baixas concentra¢cdes de octanoato a
extracdoc numa simples passagem é muito alta, acima de B0¥ (veja
Tabela 7). Isto faz com que a curva de diluicdo do [1-
14CJoctanoato tenha valores pequenos, bastante abaixo da curva da
{131I]albumina. Erros relativamente pequenos nos valores das
curvas podem levar a grandes variacBes nos valores dos parémetros
otimizados, pois as relacdes s80 em geral exponenciais. A medida
que a concentrac8o de octanoato é aumentada, a extracBo diminuil.
Em contrapartida surge o problema do deslocamento da curva para a
direita com uma progressiva compressdo. Também neste caso 08
valores da curva de [1-14Cloctanoato e#o pequenos. O coletor de
microfractes utilizado neste trabalho foi planejado para
fracionar durante 90 segundos. Com o deslocamento da curva do
octanoato para a direita, isto gera alguma imprecis8o também na
determinac8o da quantidade de [1-14CJoctanoato recuperada, pois a
quantidade recuperada entre 80 segundos e o infinito é estimada
por extrapolacBo exponencial. Se a curva estd deslocada para a
esquerda a guantidade recuperada entre 90 segundos e o infinito é
minima e n&o chega a afetar significativamente o resultado final.
Quando a curva estd deslocada para a direita, no entanto, a
quantidade recuperada estimada por extrapolac&o exponencial
torna-se maior, podendo um eventual erro afetar o resultado
final. Estas fontes adicionais de erro devem ser levadas em conta
quando da andlise dos resultados expostos na Figura 30.

Andlise da Figura 30 revela logo que as curvas realmente néo
se apresentam t3o bem definidas como nas séries com albumina 450
ou 150 uM. S3o suficientemente boas, no entanto, para concluir
que hé algum tipo de variac®o em todos o8 parémetroe em funclo de

Co. Fmet apresenta saturac@o ou peseudo-saturac8o, a exemplo do
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que J& ocorrera na série com albumina 150 uM. H4 também uma
saturac8o ou pseudo-saturac8o na relaclo entre Finz e Ca, 0 que
n3o ocorria nas séries com albumina 450 e 150 uM. Nestas ultimas,

a relacdo era parabdlica (ver Figuras 28 e 29). A concordéncia

entre Fmet € Fmet continua razodvel, & excecBo de um dos

pontos experimentais que deve ser o responsdvel pela razgo

Fumet/Fmet média inferior & unidade, o que pode ser visto na

Tabela 8. Uma comparac®o entre Finz € Fmet revela, a exemplo do

que j& vinha ocorrendo em outras concentracdes de albumina, que a

diferenca entre os dois par8metros aumenta com Ce. Em resumo,

nesta série, no tocante aos fluxos, o que ha de novo realmente é

a saturac3o ou pseudo-saturac8o na relac8o entre Finz e Ca.

C116° aumenta também com Ce € de forma mais ou menos linear,

o que também J& ocorreu na série de experimentos com albumina 150

uM. O valor méximo de C118° estd em torno 0,6 umol - (ml do espa-

co extracelular)-1 o gque leva a uma raz80 de concentracles,

C118°/Ce, em torno de 1,8. Isto significa que a concentracéio de

octanoato na membrana plasmatica, referida ao espaco aquoso

extracelular, pode ultrapassar a concentracg8o no espaco
extracelular. Em relacdc a 1isto hd que se averiguar se a
quantidade de 1lipideos que existe na membrana plasmdtica
realmente tem condicBes de acomodar tal guantidade de octanoato
(ver adiante para uma andlise deste problema). Os grandes valores
de C118°/Ce no entanto, refletem o acentuado deslocamento para a
direita das curvas de diluicd#o do [1-14CJoctanoato A& medida que a
concentrac3o do octanoato ¢é aumentada, conforme mostram o8

graficos da Figura 19.

A concordéncia entre Q67 e (tnres - taiv)/(taie - to) 6

novamente muito boa, a melhor entre todas as séries
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experimentais, havendo uma diferenca desprezivel, conforme reve-

lado pela Tabela 8.

4.4.3. Correlacbes teoricamente independentes

da concentrac8io da albumina

A primeira das correlacdes que 8e espera que sejam
independentes da albumina no perfusado pode ser analisada pela
representac8o na Figura 31. A concentracBo de octanoato na  mem-
brana plasmdtica e suas adjacéncias (C116°; equacdo [26A]) esté
representada contra a concentracdo livre de octanoato no perfusa-
do (Ceg), assumindo condicBes de equilibrio. Est8o representadas
ag médias de todos os experimentos realizados, independentemente
da concentrac8o da albumina. Os pontos descrevem uma unica curva,
a qual pbde ser ajustada uma equacd#o do segundo grau. 0 coefi-
ciente de correlacdo para este ajuste € igual a 0,97. N&o hé&
davida de que existe uma correlacdo entre Cii6’e Cear. Se a
relacdc entre as duas variaveis fosse linear, a inclinacBo da
reta equivaleria a uma constante de particdo ou de equilibrio,
vdlida para toda a faixa de concentracdes de Cer entre O e 240
uM. A curvatura para cima, por isto mesmo, revela complexidades.
A interpretac8o mais simples para a forma da curva na Figura 31 é
que pode estar havendo um aumento na afinidade da membrana
plasmdtica pelo octanoato a medida que a concentragBio da forma
livre aumenta. Isto pode significar, por exemplo, védrias maneiras
de acomodac8oc do octanoato na membrana plasmdtica e suas
adjacéncias, umas com malores, outras com menores coeficientes de
particBo. Uma andlise mals detalhada da interacB80 entre o
octanoato e a membrana seré feita na Discuss8o Final.

A segunda correlacBo esperada, aquela entre o influxo no

espaco celular, Finz, € & concentrac3o na membrana plasmética,
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Figura 31. Concentrac8o de octanoato no primelro estogue (mem-
brana plasmdtica), C110°, em func8o da concentraclo extracelular
livre de octanoato, Cer. Est#o representados todos os pontos
experimentais obtidos nas trée séries de experimentos realizados
com albumina 450, 150 e 50 uM. Os valores de Ci1i foram calculados
através da equac8o [26A] e multiplicados por ©° para referi-los
ao espaco aquoso extracelular. A concentrac8o extracelular livre
de octanoato fol calculada a partir de Ce, da concentraclo de
albumina e das constantes de dissociac®o listadas na Tebela 2
(Ashbrook et al., 1972), utilizando o algoritmo de Abumrad et al.
(1981; equac®o [23B]). A parédbola tracada entre os pontos repre-
senta a curva de regressdo, calculada como C110 eat = -0,0161 +
0,00155Cez + 0,00000598Caz®, sendo o coeficiente de correlacHo
(r) igual a 0,971.
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Ci1, pode ser avaliada pelas representaces nas Figuras 32A e
32B. Os dados apresentam alguma dispersdo, mas pode-se reconhecer
claramente na Figura 32A uma curva de saturacdo com um fendmeno
do tipo “inibicBo por eubstrato” no final. Deeta curva de
saturac8o, dois pontos desviam consideravelmente. E dificil fazer
uma andlise quantitativa da correlac3o entre Finz e Cii, J4 que a
equac80 que relaciona as varidveis n&o é conhecida. Melhor seré
tentar linearizar de alguma maneira a relac#o entre elas. Isto
foi coneeguido de modo relativamente simples, conforme mostra a
Figura 32B, através da representac80 de Finz contra o logaritmo
de Ci:i. Para evitar ntGmeros negativos na faixa de valores de
log Cii, os valores de Cii expressos em puM foram multiplicados
por dez. Conforme mostra a Figura 32B, os pontos experimentais
sugerem uma relac8o aproximadamente linear. Andlise da regressfo
revela um coeficiente de correlacdo linear 1igual a 0,725,
altamente significativo (p = 0,001). Se aqueles dois pontos que
desviam grandemente da sequéncia saturante da Figuras 32A sB0 ex-
cluidos da anadlise da regress8o, a reta de regressfo tem sua
inclinacd0 aumentada, conforme se pode verificar ao comparar a
inclinac%o da linha tracejada (---) com a linha continua (—). O
coeficiente de correlacBc pessa & ser igual a 0,837 e a
probablilidade de que n&o haja correlac8o diminui mais ainda (p <
0,001). Pode-se concluir, portanto, que hA& uma correlacdo
positiva entre Cii e Finz, embora a relacio entre as duas
varidveis seja bastante complexa.

A dispers8o da representacBo de Finz contra Cii (Figura 32A)
6 bem maior que aguela da representac#o de C110° contra Ca=r
(Figura 31). H4 pelo menos dois fatores contribuindo para 1isto.
Na representac8o de C118° contra Cer, apenas o primeiro parémetro
é calculado a partir de um parémetro obtido do ajuste da equagBo
[4A] a8 curvas de diluicdo de [1-14CJoctancato. Cez €é obtido
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Figura 32. A veloclidade de influxo no segundo estogue celular,
Finz, em func8o da concentrac8o de octanoato no primeiro estoque,
Ci1. Estdo representados o8 dados obtidoe nos experimentos
realizados com albumina 50, 150 e 450 pM. Finz e Cii foram
calculados através das equactes [23A] e [26A], respectivamente.
Em A, & representacdo é llnear. Em B, Finz fol representada
contra o logaritmo de Cii. A linha continua (——) € a reta de
regressdo obtida com todoe os dados; ela é dada por Finz.eat = -
0,07 + 0,656-(log Ci1); O coeficiente de correlacdo linear (r) é
igual a 0,725 (p = 0,001) e o erro padrdo da estimativa (o) é
jgual a 0,6. A linha tracejada (-—--) é a reta de regressfo
obtida excluindo oe dois pontos experimentais que maile desviam da
cadeia de saturac8Bo no grafico A; esta reta 6 dada por Finz.,eaet =
-0,29 + 0,82-(log C11), com r = 0,837 (p< 0,001) e o = 0,5.
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Figura 33. A velocidade de metabolizac80, Fmev, em funcfo da
concentracdo de octanoato no segundo estogue celular, Cia. Estéo
representados os dados obtidos nos experimentos realizados com
albumina 50, 150 e 450 uM, sempre que foi possivel determinar o
valor de Ciz. Fmet fol calculado a partir de Ce, Q € das
constantes de velocidade utilizando a equacBo [26A]. Ciz fol cal-
culado a partir Ce, Q e das constantes de velocidade utilizando
a equacBo [27A]1. A linha tracada por entre os pontos € a reta de
regress8o, calculada como Fmet.eat = 0,21 + 0,00123-Ci=. O coefi-
ciente de correlacdo linear (r) € igual a 0,645 (p = 0,007).
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independentemente, e o seu célculo estd muito menos sujeito a
erros e distorcdes, pols trata-se apenas da interac8o entre uma
inica proteina (albumina) com o seu ligante (octanocato). J& no
caso da representac8o de Finz contra Cii as duas variéveis s8o
calculadas a partir de parémetros obtidos da equacdo [4A]. Os
erros e distorgcdes inerentes aos dois par@metros fazem com que a
dispersdo seja ampliada no caso de uma representac8Bio reciproca
como a da Figura 32.

A segunda causa para um aumento da dispers#o reside no fato
de que quanto maior a dist8ncia fisica entre os eventos e o local
das medidas, tanto maior serd a imprecis8Bo destas medidas. Por
isto, pode-se, a priori, esperar malor imprecisBo nos parémetros
determinados & medida que eles digam respeito a eventos situados
mais para o interior da célula, J& que a curva de diluic8o0 €
medida no espaco extracelular. Isto ocorfe inclusive por causa de
perturbacdes ceausadas por fendSmenos nfo previstos nas premissas
utilizadas para derivar a equac@o [4A].

As consideracdes do parédgrafo anterior se encalxam muito bem
na representac3o de Fmet contra Ciz. Os dois paréimetros referem-
se a um compartimento sem contato direto com o compartimento
extracelular. Uma comparac8o da representacBo de Fmetw versus Ciz
na Figura 33 com os graficos das Figuras 31 e 32 revela, deesde
logo, aque a representac8io da Figura 33 & aquela que apresenta a
maior dispersso. A representacBo de Fmat contra Ciz ainda padece
de uma dificuldade adicional, que é o fato de que Ciz 86 pode ser
determinado se ka também for determinédvel. Conforme foi visto,
para as concentracdes malis baixas de octanoato na presenca de
albumina 450 puM e 150 pM, ka ndo pdde ser determinado por seer
muito pequeno. Justamente para estas concentragles 6 que 8e
esperaria valores pequenos de Ciz. Consequentemente, o8 menores

valores de Ciz2 n8o puderam ser determinados e est8o ausentes,
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portanto, do gréafico da Figura 33. Isto faz com que a fase
inicial ascendente da representacdo de Fmet contra Ciz careca de
pontos experimentais. Apesar de todas estas dificuldades, um
exame qualitativo sugere uma correlac®o positiva. A dispers8o n&o
permite outra andlise de regress®o que n8o seja a linear, embora
seja improvdvel que a relac3o entre Fmet € Ciz seja de fato
linear. A reta de regress#do calculada estd também mostrada na Fi-
gura 33. O coeficiente de correlac3o foi igual a 0,645 e a proba-
bilidade de que nd¥o haja correlacBo é menor que 1% (p = 0,007).

Em conclus3o, pode-se dizer que as correlagdes esperadas fo-
ram de fato encontradas. Os dados até agora, portanto, apoiam o
mecanismo da Figura 10, cuja express#o guantitativa é a equaclo
[4A], como sendo aquele que melhor descreve o comportamento

cinético do octanoato no figado.

4.5. A exclusfo de outros possiveis mecanismos

para descricdo do comportamento do octanoato

Outra maneira de confirmar a validade de um determinado
mecanismo &€ o critério de exclus8o. Obter dados provando que uma
série de mecanismos alternativos s#o inconsistentee é uma maneira
indireta de encontrar o mecanismo correto. No caso do octanoato,
um mecanismo de troca rapida com a membrana plasmiatica, e com
formac&o de um estoque significativo nessa estrutura, reslistiu a
vérias sndlises. Assim mesmo, no entanto, n#o se deveria perder
nenhuma oportunidade de reunir mais evidéncias contra ou a favor,
ainda mais que as bases quantitativas para tal empreendimento Jé

foram lancadas.
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4.5.1. 0 ajuste da eguacéo [2A] as curvas de
diluicéo do [1-14C]Joctancato

Foi demonstrado no item 2 (Bases matemdticas da andlise de
experimentos de diluig8o de indicadores), que a equacBo [2A] é a
descricdo adequada de uma série de condi¢Bes-limite de varlos
mecanismos de dols estoques. Especificamente trata-se dos
mecanismos esquematizados nas Figures 4, 5, 6 e 7. Deve-se
lembrar que o da Figura 4 (ou Figura 10) & exatamente o mecanismo
de troca réplda com a membrana plasmédtica. A Tabelas 3 e 4
resumem as condic®es-limite e as relacBes entre os parémetros
determindveis e as constantes de velocidade de cada mecanisemo.
Ha, portanto, motivos de sobra para tentar ajustar a equac8o [2A]
as curvas de diluicBo do [1-14Cloctancato. Se n#o for possivel
ajustar a equacdo [2A] a nenhuma das curvas de diluicdo do [1-
14CJoctanoato ela pode ser descartada de imediato bem como as
condicBes-1limite que lhe servem de base. Se ela deacrever todas
as curvas de diluicBo do octenoato, estard criada uma situaclo
dificil, ja que a equacdo [4A] faz o mesmo. Pode ser, no entanto,
também, que apenas uma parte das curvas de diluic%o do [1-
14CJoctanoato possa ser descrita pela equacdo [2A]. No caso do
mecanismo de troca radpida com a membrana plasmdtica (Figura 10),
o que se espera € que a equacBo [2A] descreva tanto melhor ase
curvas de diluicdo do [1-14Cloctanocato guanto menor for a razfo
das concentracdes octanoato/albumina, ou selja, quanto menor for o
valor de Q (ver Tabela 4).

As Figuras 34 a 36 apresentam ajustes tiplcos da equacéo
[2A] aos dados experimentais. Na Figura 34 sdo curvas obtidas com
albumina 450 puM no perfusado, nha Figura 35 com albumina 160 UM e
na Figura 36 com albumina 50 uM. O procedimento utilizado é o

mesmo empregado para ajustar a equacio [4A] aos dados experi-
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Figura 34. Ajuste da equaclo [2A] as curvas de diluicBo do [1-
14C]Joctanoato obtidas com albumina 450 uM no perfusado. A equacgdo
foi ajustada aos dados experimentais através de um procedimento
de minimos quadrados, conforme descrito em Materiails e Métodos.
As condicBes experimentais e os valores otimizados obtidos para
cada parametro estdo relacionados em cada grédfico, bem como o
desvio padrdo da estimativa (o). Os valores otimizados de to € 6~
foram obtidos da sobreposicdo das curvas da [S®Hldgua e da
(1311 ]albumina, conforme ilustrado pela Figura 21. Legendas:
curva experimental do [1-14C]Joctanocato, e; curva calculada do [1-
14C]Joctanocato, ——.
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Figura 35. Ajuste da egquaglo [2A] as curvas de diluig8o do [1-
14CJoctanoato obtidas com albumina 150 puM no perfusado. A equac8o
foi ajustada aos dados experimentais através de um procedimento
de minimoe quadrados, conforme descrito em Materials e Métodos.
As condicBes experimentais e os valores otimizados obtidos para
cada parémetro est8o relacionados em cada grafico, bem como o

erro padr8o da estimativa (o). Os valores otimizados de to e ©°
foram obtidos da sobreposicBio das curvas da [3Hl4gua e da
{1312 Jalbumina, conforme ilustrado pela Figura 21. Legendas:
curva experimental do [1-14CJoctancato, e; curva calculada do [1-
14C]octanoato, ——.
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Figura 36. AJjuste da equaclo [2A] ds curvas de dilui¢8o do [1-
14CJoctanoato obtidas com albumina 50 uM no perfusado. A equacgdo
foi ajustada aos dados experimentais através de um procedimento
de minimos quadrados, conforme descrito em Materials e Mdétodos.
As condic8es experimentaie e os valores otimizados obtidos para
cada par@metro estdo relacionados em cada gréafico, bem como o
erro padr3o da estimativa (o). Os valores otimizados de to @ ©°
foram obtidos da sobreposic8o dae curvas da [3Hlégua e de
[(131I]albumina, conforme ilustrado pela Figura 21. Legendas:
curva experimental do [1-14CJoctanocato, e; curva calcoculada do [1-
14Cloctancato, —.
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mentalis, 1i.e., foli feito um ajuste n3o-linear de minimos
quadrados (para detalhes ver Materiails e Métodos). Constata-se,
ap6s uma comparacdo das curvas calculadas com o caminho tracado
pelos pontos experimentais, que na série com albumina 450 uM
(Figura 34) a equac8c [2A] ajusta bem &sos dados, de modo
comparidvel ao que ocorre com a equacio [4A] (ou [DA]), dependen-
do das condicdes (Figura 22). Na série com albumina 150 uM, no
entanto, uma boa concordéncia entre a curva experimental e a
curva ajustada ocorre apenas em baixas concentra¢Bes de octanoa-
to. Como mostra a Figura 35, quando se aumenta a concentrac8o de
octanoato, comeca a aparecer um desvio entre a curva calculada e
a curva experimental que se manifesta sistematicamente na porcéo
descendente terminal, 1.e., & direita do pico. Pode haver uma
diferenca também em torno do pico, mas nem sempre. Na série com
albumina 50 pM n3o hé concordéncia entre a curva ajustada e a
curva experimental em toda a faixa de concentrac®o de octanoato
investigada neste trabalho. Deve-se salientar que os desvios,
quando aparecem, 880 sempre para menos, isto é, a curva ajustada
corre abaixo da curva experimental.

Esta ultima constatac&0 significa, também, que a Area da
curva calculada deve ser inferior & drea da curva experimental.
Como a &rea sob as curvas corresponde & fracBo recuperada, fica
claro, também, que a curva ajustada, gquando desvia dos dados
experimentais, prevé uma transformac8o metabélica maior do que
aquela que ocorre efetivamente. A Tabela 8 ilustra 1isto muito

bem. A Tabela 8, j& discutida em parte anteriormente, apresenta

ag razdes Fmat/Fmet. J& fol visto que no caso dos parémetros ob-

tidos com a equacdo [4A]1, héd uma boa concordéncia entre Fmet €

FX.c em toda a faixa de concentracdes de albumina e octanoato. E

o caso de se verificar se o mesmo ocorre com O8 parémetros
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obtidos com a equac®o [2A]. Por isto Fmet fol calculado com o8
parémetros obtidos com o ajuste da equagdo [2A] seos dados,

utilizando a equacdo [22A]. Pode-se ver na ultima coluna da

Tabela 8, que a razdo Fmet/Fﬁet obtida neste caso estsd préxima da
unidade apenas na série de experimentos com albumina 450 pM, que
€& quando a equac8o [2A] é efetivamente capaz de descrever as

curvas de diluicdo do [1-14C]Joctanoato. Na s8érie com

albumina 150 pM a raz80 Fmet/Fmet aumenta para 1,48, e chega a
1,84 na série com albumina 50 pM. Estas diferencas estdoc multo

acima do toleradvel e & forcoso conclulr que, neste caso, nd3o ha

concordéncia entre Fmet € Fmet.

As conclusdes que se podem tirar dos ajustes da equacBo [2A]
aos dados  experimentals estdo diretamente vinculadas ao
significado dessa equacdo. Se fosse possivel ajusta-la a todas as
curvas experimentais obtidas com albumina na faixa entre 50 e 4560
UM e octanoato na faixa entre 50 e 500 pM, forcoso seria concluir
que o octanoato se comporta cineticamente como o palmitato, cujo
comportamento pdde ser descrito satisfatoriamente pela equac8o
[2A] (Ferraresi-Filho et al., 19892). Para o palmitato apenas um
estoque intracelular pdde ser detectado cineticamente. B preciso
que se diga que a equacdo [2A] n8o & incompativel com uma troca
rapida do octanoato com a membrana plasmatica. Conforme foi
demonstrado neste trabalho, e estd resumido nas Tabelas 3 e 4, se
a quantidade de octanoato na membrana plasmética for muito
pequena, o parémetro Q torna-se muito pequeno e a equacdo [4A]
converge para equacdo [2A].

No entanto, como se viu, a equacBo [2A] apenas descreve as
curvas de diluic3o do [1-14Cloctancato quando a razBo dae con-
centracdee de octanoato pars & albumina ([octanoato]/[albuminal)

é baixa. Claramente, esta Gltima condicBo & uma condicBo-limite e
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uma andlise das Tabelas 3 e 4 revela que hd varios mecanismos
possiveis. Para maior clareza convém recapituld-los neste ponto:
(1) quando ki e kz tendem ao infinito, mas ki/kz = Q << 1 (Figura
10); esta & a situacdo limite para a troca répida com a membrana
plasmdtica; (2) quando ka e ka tendem ao infinito (Figura 5);
existe um segundo estoque, mas a troca com O primeiro estoque
torna-se réapida; (3) quando ka tende a zero (Figura 6); o retorno
do segundo estoque torna-se desprezivel; e, (4) quando ka tende a
zero (Figura 7), isto &, a entrada no segundo estoque torna-se
desprezivel. Com os dados disponiveis, e a anélise matematica
prévia, pode-se fazer uma andlise de cada uma dessas possibili-

dades a fim de excluir aquelas que s30 inconsistentes.

4.5.2. Uma andllse da correlaglo entre Foet €
Cekin/(ker + Kmat)

Conforme pode ser visto na Tabela 4, a combinacBo Cakin/(kaz
+ kmet) tem significados diferentes, dependendo do mecanismo que
gerou a condic8o-limite que pode ser descrita pela equacBo [2A].
Esta combinacdo de parémetros em geral significa concentracBo de
um tunico estoque celular. A excecdo é & condic8o-limite ka e ka
tendendo ao infinito, no qual aquela combinac%o corresponde &
soma das concentracdes dos dols estoques celulares. A velocidade
de metabolizacdo, Fmet, por outro lado, depende da concentraclo
no estoque em gque ha metabolismo. Portanto, deve haver uma corre-
lac80o entre Fmaet € Cekin/(Kez + kmet), desde que esta ultima re-
almente reflita a concentrac#o do estoque metabolizéavel.

A Figura 37 permite analisar a relacdo entre Fmat e
Cokin/(XKer + Kmet). Estdo representados, para o octanoato, o8
dados obtidos com albumina 450 pM. Para efeito comparativo, foram

tomados os dados obtidos com palmitato (Ferraresi-Filho et al.,
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Figura 37. Valores de Fmex para o palmitato e o octanoato,
representados contra Cekin/(ker + Emat). Fmet fol calculado a
partir das constantes de velocidade (obtidas ajustando a equag8o
[2A] aos dados experimentais) e da concentracdo extracelular, de
acordo com a eguacBo [22A]. As constantes de velocidade do
octanoato utilizadas nos célculos s830 as mesmas moetradas na
Figura 38 e 830, portanto, validas para uma concentracBo de
albumina igual a 450 uM. As constantes de velocidade do palmitato
foram obtidas de Ferraresi-Filho et al. (1992). Elas foram
medidas em experimentos de diluic8o de indicadoree realizados com
[1-14C]lpalmitato e com albumina 150 uM no perfusado portal. As
linhas tracadas 880 as retas de regressBo. Considerando X =
Cekin/(kes + kmet), a reta de regressdo para o palmitato é dada
por Fmet,eet = -0,021 + 0,034-x (r = 0,97; p < 0,001); para o
octanoato a reta de regressdo é dada por Fmaet.aet = 1,293 -~
0,00409-x (r = -0,274; P = 0,656).
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1992), obtidos com albumina 150 puM. Deve-se informar que o grau
de ligac®o do palmitato portal na faixa de 50 a 500 pM 4 albumina
150 pM é muito semelhante ao do octanoato na mesma falxa de
concentracdes e com albumina 450 uM, J& que a afinidade da
proteina pelo octanocato é bem menor que a afinldade pelo
palmitato. Fica logo claro, apdés um exame da Figura 37, que Fmet
do palmitato é diretamente proporcionalvao parémetro Cekin/(ker +
kmet), sendo o coeficiente de correlac&o linear muito préximo da
unidade e significativo ao nivel de 0,1%. Esta é apenas uma das
observacBes que levaram & proposta de que o palmitato se
distribui num dnico estoque cineticamente detectével nas células
hepaticas (Ferraresi-Filho et al., 1992). NEo é o que ocorre com
o octanoato, para o qual n8o existe uma correlac8o positiva entre
Fumet € Cekin/(ker + Kmet). O coeficiente de correlag®o linear é
negativo e ndo significativo estatisticamente (p= 0,658). B8e
houver correlacBo ela n8o & linear e, de qualquer forma negativa,
nunca positiva.

Esta observac80c é muito importante, pois tem implicacles
mecanisticas. Seréd preciso verificar qual dos mecanismos
relacionados na Tabela 4 é realmente compativel com o que fol
observado na Figura 37. Dois deles podem ser excluidos sem mais
delongae: sBo Jjustamente os mecanlismos que admitem uma condig8o-
limite em que ks ou ka tendem a zero. Para estas sltuacles a
combinac& Cekin/{(ker + kKmet) corresponde a Cia. Auséncia de
correlac8o positiva entre Fmet € Cii nlio é admissivel.

Restam & condic®o de troca répide com & membrana plasmatica
com Q muito pequeno e a situacBo em que ka e ka tendem &0
infinito. No primeiro caso, auséncia de correlacdo positiva entre
Fmet € Cekin/(ker + kmet) pode ocorrer desde que Q seja
suficientemente pequeno para ainda poesibilitar um ajuste da

equacdo [2A] aos dados, porém, a0 mesmo tempo, Jj& excessivamente
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grande para distorcer em maior ou menor grau os valores
otimizados de Kkin, ker € Kmet. Conforme revela a Tabela 3, por
exemplo, KkKin ¢é 1igual ao produto Qks desde que Q s8eja muito
pequeno. Se Q n&o for suficientemente pequeno, o valor otimizado
de kin tenderd a ser malor do que o produto Qks, pois o tracador
ocupard um espaco aparente maior que o espagco ocupado pela
referéncia para o espaco extracelular (n6 caso a [131]]albumina)
e este espaco serd visto pela equacBio [2A] como fazendo parte do
espaco intracelular. Raciocinio andlogo vale para ker € kmet. O
valor de kin fica superestimado pois este par8metro € uma medida
da permeac#o numa direcBo. Se a velocidade de permeac8o aumenta
numa direc8o, o l6gico & que aumente também na outra. E se Kkar
aumenta, Kmet também deve aumentar, caso contrério a édrea sob a
curva ird diminuir. As distorcdes podem ser tais que a
subestimacio de Cekin/(ker + kmet) compensa a superestimacBo de
kmet, de modo a permitir um cdlculo ainda correto de Fuet
(conforme revelado pela Tabela 8) mas, um cédlculo fatalmente
incorreto da concentracdo do estoque metabolizével.

Estas previsdes podem ser testadas facilmente com os dados
dieponiveis. Basta analisar graficamente os pares Kin—Qks, kee—
ka e kmet-ks, todos representados contra a concentrag8o extrace-—
lular (Ce) de octanoato. Se o aumento “"excessivo" do valor de Q
realmente for a causa para a auséncia de correlac8o positiva
entre Fmet € Ceokin/(ker + kmet), a diferenca entre os componentes
de cada par deverd ser tanto maior quanto maior for o valor de Q.
A Figura 38 permite verificar estas relacdes. Est#o representados
os pares mencionados acima e o valor de Q para cada concentrac#o
extracelular média de octanocato (Ce). Em baixas concentracdes, O
valor de Q é realmente muito pequeno, conforme J& constatado
anteriormente. Pode-se verificar que quanto menor for Q, tanto

maior a concordéncia entre Qka e kin. A medida que Q aumenta, Qka
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Figura 38. Comparac8o dos parémetros obtldos ajustando a equagfo

[(2A] (kKin, kKer € kmet) € a equacfo [4A] ou [5A] (Qka, ka o ke )
aos dados experimentais obtidos com albumina 450 uM no perfusado.
Os valores médios doe parémetros otimizados foram todos represen-—
tados contra a concentrac3o extracelular média de octanoato. Os
valores obtidos ajustando a eguacdo [2A] estBo representados por
simbolos cheios; os valores obtidos ajustando a equacio [4A] (ou
[5A] se ka nd@o for determinédvel) estBo representados por simbolos
vazios. O significado de cada simbolo estd listado nos gréficos.

0 parSmetro Q também esté representado.
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e kin divergem, com este Gltimo aumentando progressivamente em
relacdo a Qks. O mesmo parece estar acontecendo com o8 outros
dois pares, kez—ka € kmet—ks. Embora n#%o tenha sido possivel
determinar ka4 e ke nas duas menores concentracBes de octanoato,
pelos motivos Ja& discutidos anteriormente, percebe-se, sem
dificuldades, que kmet diverge de ke € ka diverge de ker de modo
ainda mais acentuado do que Qka de kin. Isto Justifica a
diminuicBo nos valores de Cekin/(kef + kmet), quando o que se
esperava era exatamente o contrério.

Parece, portanto, aue os dados se fecham em torno do
mecanismo de troca rdpida com a membrana plasmdtica. E preciso
analisar, no entanto ainda, a questlio de se a auséncla de
correlac®o positiva entre Fmet € Cekin/(ker + Kmat) néo esté
refletindo o mecanismo da Figura 5, que é aquele no qual ks e ka
tenderiam ao infinito em baixas razdes [octanoatol/[albuminal.
Para este mecanismo o parémetro Cekin/(kes + Kkmet) &€ 1igual a
(Ci1 + Ci2), isto é, a soma das concentracBes de dois estoques
metabolizaveis. Fmet representa a somatéria da metabolizac®o em
todos os estoques, por isto, em principio teria que haver
correlac8o positiva entre Fmet € (Cii + Ciz). Somente n8o haveréa
correlacio positiva em dois casos especlialissimos, resultantes de
uma combinacdo de vérios eventos. O primeiro deles é que ke aeja
zero, isto €, que n3o haja metabolizac8o no segundo estoque (ver
Figura 5), que Ciz seja muito malor que Cii, © que a raz8o ka/ka
(que é 1igual a Ciz) diminua a medida que Ce aumente, de tal
maneira que a soma (Cii + Ciz) diminua ou pelo menos permaneca
constante. Neste caso, Fmet iré correlacionar com Cii1 (Que ndo
pode mais ser determinado quando ks e ka tendem ao infinito), mas
n8o com (Ci1r + Ciz). O outro caso € andlogo &o anterior. Se nfo
houver metabolizacB0 no primeiro estoque (ks = 0), se Cir for

substancialmente maior do que Ciz e se Ci: diminuir a medida que
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Ce aumentar, neste caso também poderd ndo haver correlaclo posi-
tiva entre Fmet € (Ci1i + Ciz), embora se espere uma correlac8o
positiva entre Fmet € Ciz. E claro que cada uma destas sltuacdes
é bastante improvdvel, ainda mais que existem muitos dados em
apoio ao mecanismo de uma troca rapida com a membrana plasméatica.
Assim mesmo, vale & pena investir algum tempo € espaco na andlise
desta possibilidade, pois, como se verd, esta andlise poderad
revelar alguns aspectos ainda n8o mencionados sobre o ajuste de

modelos matemdticos as curvas de diluicdo de substéncias com

comportamento complexo, como &€ o caso do octanoato.

4.5.3. A utilizac8o da equac8o [1A] para a andlise

das curvas de diluigdo do [1-14C]Joctanocato

Para evitar confusdes sera conveniente definir com clareza o
que ainda estd em Jogo em termos da decisBo eobre o mecanismo que
deverd ser adotado como o mais provévei para o octanoato. De um
lado estd o mecanismo que postula uma troca rapida do octanoato
com a membrana plasmdtica e adjacénclas e uma troca relativamente
lenta com o restante da célula, onde ocorre a metabolizac8o
(Figuras 4 e 10). Para este mecanismo, k1 e kz sempre tendem ao
infinito, e o deslocamento da curva de diluicBo do [1-24C]-
octanoato para a direita (ver Figuras 14 a 20), & medida que
aumenta a raz8o [octanoatol/[albuminal no perfusado, é
consequéncia de um aumento na concentracdo do octanoato na mem-
brana plasmética. A equacBo que descreve este mecaniemo — que é
a equacdo [4A] ou a equac8o [1A] com ki e k2 muito grandes —
converge para a equacBo [2A] apenas quando a concentracBo de
octancato na membrana plasmdtica, da qual o parf@metro Q@ é uma
medida, tende para zero.

0 outro mecanismo, para o qual ainda resta alguma
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possibilidade, é um mecanismo de dois estoques, com metabolizac@o
em apenas um deles, com ka e k4 tendendo ao infinito quando a
razdo [octanoatol/[albuminal diminui (Figura 5). Este mecanismo,
que é descrito pela equacdo [1A], 86 poderd explicar o)
deslocamento da curva de diluicdo do [1-34Cloctanato para &
direita & medida que aumenta a razd3o [octanoatol/[albuminal (ver
Figurae 14 a 20) como sendo o resultado de um grande aumento nos
valores de ki e k2. Para baixas raz@es [octanoatol]l/[albuminal, ki
e ko deveriam ser pequenos; para altas razdes, ki e kz deveriam
ser muito grandes. A equacdo que descreve tal mecaniemo converge
para a equacdo [2A] se ka e k4 tenderem ao infinito. Em resumo,
este mecanismo postula que ka e kg tendem ao infinito gquando
diminui a razdo [octanostol/[albuminal; e, k1 € kz tendem &o
infinito quando aumenta a raz8o [octanocatol/[albuminal. A t1nica
maneira de testar estas previsBes € tentar ajustar & equagéo
[1A] a uma série de dadoe experimentais. Na sérle com albumina
450 uM & improvével que seja possivel ajustar a equagdo f1A] sao0s8
dados, pois esta série seria justamente aquela que convergiu para
a equac8o [2A]. Na série com albumina 150 pM, no entanto, deve
ser possivel ajustar a equac8o [1A] na maloria doe casos, exceto
para as curvas medidas com octanoato portal 1gual a 50 e 100 uM,
que também convergem para a equacdo [2A]. Para as concentrac8es
acima de 100 pM, no entanto, deverd ser possivel ajustar a
equacdo [1A] aos dados, pole as curvas de diluicho n&o podem ser
descritas adequadamente pela equac8o [2A]. E a variac8Bo dos
valores de ks € ka que é critica na andlise dos resultados. Se
realmente ks e ka4 tendem ao infinito guando diminui a razéo
[octanoatol/[albuminal, entdo esta tendéncia deve estar presente
nos valores otimizados. Caso contrério, pode-se descartar
plenamente a poesibilidade de um mecanismo de dolis estoques que

apresente a convergéncia eequematizada pela Figura 5.
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4.5.3.1. Ajuste da egquacgédo [1A] ds curvas
de diluicdo do (1-14CJoctanocato

As equacdes ajustadas &s curvas de diluic8o neste trabalho
n3c podem ser consideradas simples. Tanto a eguag8o [2A], como
também a equacio [4A], sBo bastante complexas. Elas parecem
simples, no entanto, guando comparadas com a equag8o [1A]. Além
de conter quatro séries infinitas, em comparac80 com apenas uma
nas equactSes [2A] e [4A], a equacBo [1A] ainda possul uma inte-
gral dupla. Necessariamente, o tempo de cdlculo que a eguacho
[1A] requer devera ser muito maior que o das outras. Além disto,
a equacdo [1A] encerra mais parémetros a serem otimizados, o que
complica o procedimento de ajuste. Nos cdlculos envolvendo a
equacdc [1A] foi wutilizado um programsa escrito na linguagem
Turbo-Pascal, que é cerca de duas vezes mais répida que a
linguagem Turbo-Basic. N3o & uma diferenca muito grande guando o
tempo de calculo é pequeno. Faz grande diferenca, no entanto,
quando uma utnica iteracBo leva 10 ou 20 horas, o que pode ocorrer
mesmo utilizando um microcomputador de 40 mHz equipado com co-
processador aritmético. O tempo de célculo da equac8o [1A]
aumenta A& medida que ki e kz aumentam, provavelmente porque as
séries infinitas demoram mais para convergir. Isto, aliéds, vale
também para as equacdes [2A]1 e [4Al]. Estas ultimes, no entanto,
podem ser rapidamente ajustadas, com o tempo de cada iteracéo
raramente ultrapassando a marca dos poucos minutos, me smo
utilizando a linguagem Turbo-Basic.

Un outro problema que surge ao lidar com a equacdo [1A] séo
as estimativas preliminares. Funcdes tBo complexas como & equaclo
[1A], com 8 parlmetros, podem descrever os dados experimentais
com mals de uma combinac8@o de valores, principalmente valores

negativos. Estes Ultimos aparecem com muita frequéncia, mas ndo
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tém nenhum significado. Por isto, o procedimento de ajuste tem
que ser precedido de simulacdes nas quals valores provéavels dos
pardmetros s8o introduzidos e as curvas 880 calculadas e
comparadas com a curva experimental. Para esta finalidade o
programa utilizado oferece também facilidades grédficas, o que
ajuda muito na tomada de decisfes.

Nas tentativas de ajustar um mecanismo de dois estoques que

converge para aquele mostrado na Figura 5, é importante frizar

novamente que o deslocamento da curva de diluigBio do [1-14C]-

octanoato & medida que aumenta a razdo [octanoato]/[albuminal,

neste caso, 86 pode ser explicado como um aumento paralelo nos

valores de ki e kz. Por isto, para uma dada concentrag8o de

albumina, em baixas concentracdes de octanoato, ki1 e kz devem ser

relativamente pegquenos e aumentar paralelamente & concentrac#o do

octanocato. Outra restric8c que deve ser 1imposta €é que a

transformacdo metabblica deve ocorrer apenas no primeiro ou no

segundo estoque, nunca nos dois. Assim ou ks deve ser nulo, ou

ke. Com estas restricdes em mente, foil possivel ajustar a equacBo
[1A] a&s curvas de diluicdo do [1-14C]Joctanocato obtidas com
albumina 150 uM e octanocato portal na faixa entre 200 e 490 uM.

A Figura 39 mostra exemplos. N&o foi possivel ajustar as curvas

obtidas com octanoato portal abaixo de 200 pM com valores

pequenos de ki e kz. Valores negativoe para as diversas constan-

tes apareclam invariavelmente na primeira ou segunda 1iteracdes.

Conforme mostra a Figura 39, a equacdo [1A] consegue

descrever muito bem as curvas experimentais de ([1-14C]loctanocato.

Para provar mais uma vez, no entanto, que concordénclia entre

curva teérica e experimental & apenas condlitio sine qua non e n#o

uma prova definitiva de que um mecanismo descrito pela equacdo
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Figura 39. AJjuste da equacfo [1A] a duas curvas de diluic8o do
[1-14C]Joctanoato obtlidas com albumina 150 uM no perfusado. A
equac8io foili ajustada &aos dadoe experimentais através de um
procedimento de minimos quadrados, conforme descrito em Materiais
e Métodos. As condicdes experimentais e os valores otimizados
obtidos para cada parémetro estdo relacionados em cada gréfico,
bem como o erro padr8o da estimativa (o). Nos dois graficos da
parte superior a equag8o [1A] foi ajustada fixando arbitraria-
mente ks como igual a zero e nos dois graficos da parte inferior
ke foi fixado como zero. Os valores otimizados de to e 6~ foram
obtidos da esobreposic8io das curvas da [3Hlagua e da [2321]-
albumina, conforme 1ilustrado pela Figura 21. Legendas: curva
experimental do [1-14CJoctanocato, e; curva calculada do [1-
14Cloctancato, —.
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Figura 40. Valores de ka e ka obtidos do ajuste da eguac8o [1A] a
curvas de diluicdo de [1-14CJoctanoato em func8o da concentrac8o
portal de octanoato. Estdo representados oe valores de ka € Kka
obtidos do ajuste de minimos quadrados da equacBo [1A] &s curvas
de diluic3o de [1-14C]Joctanoato medidas com albumina 160 pM no
perfusado e com octanoato portal na faixa entre 200 e 480 uM (ver
Tabela 6). Na Figura 40A o ajuste fol feito considerando ke como
jgual a zero; na Figura 40B, por sua vez, ks fol considerado como
igual a zero. Simbolos: ka, e—e; ka, 0o—o0.
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estd correto, diferentes combinacBes de valores daes constantes
produzem &ajustes similares. No painel superior da Figura 39 =a
equac3o [1A] foi ajustada &s duas curvas experimentais com ks
fixado em zero; no painel inferior ke foi fixado como zero. Nos
dois casos houve um bom ajuste. Estatisticamente ambos 880
igualmente bons. Embora os valores de ki e k= sejam semelhantes,
com ks ou ke iguais a zero, ka e ka s80 bastante diferentes.

Crucial, no entanto, & a variac#o de ka e ka em funclBo da
concentracio de octanoato, que estd mostrada na Filgura 40.
Conforme j& mencionado, com ks ou ke iguals a zero, tanto ks como
ka devem convergir para o infinito quando & concentrac&o de
octanoato diminui. A Figura 40 revela que este n&o é
decididamente o caso. Quando ks é fixado em zero (Figura 40B),
apenas ka tende a aumentar quando a concentrac8o de octancato
diminui, com ka4 permanecendo muito pequeno. Isto significaria no
méximo uma convergéncia para a condic&g—limite da Figura 6. J& se
sabe, no entanto, que esta condicBo-limite também é incompativel
com os dados. Quando ke é fixado em zero (Figura 404), ka também
aumenta nitidamente, € hé uma pequena tendéncia de aumento em ka
a medida que a concentracBo de octanoato diminui. Com octanoato
portal 200 uM, no entanto, 08 valores de ambos s3o ainda bastante
baixos e fica dificil imaginar que eles possam saltar repentina-
mente destes valores baixos para valores altos na passagem de ocC-—
tanoato 200 para 100 uM. Com simulacdes pode-se mostrar que tanto
ka como ks teriam que apresentar valores superiores a 1,5 81
para que a equacho [1A] pudesee convergir para & equaclio [2A].

E interessante neste ponto comparar 08 valores de ka e ka4,

obtidos ajustando &a equagBo (1A} &os dados assumindo ks = O,
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Figura 41. Valores de ks e ka obtlidos do ajuste da equac8o [4A] a
curvas de dilulcdo de [1-14CJoctanoato em funclo da concentracdo
portal de octanoato. Estdo representados os valores de ka e Kka
obtidos do ajuste de minimos quadrados da equacdo [4A] a8 curvas
de diluic3o de [1-14C)octanoato, medidaes com albumina 150 pM no
perfusado e com octanoato portal na faixa entre 50 e 490 M (ver

Tabela 8).
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com os valores de ka e ka obtidos ajustando a equacdo [4A] (ou
[5A]) aoe meesmos dados. Esta Gltima relacBo estd mostrada na
Figura 41. No caso da equacdo [4A] (ou [5Al), naturalmente, ka
também pdde ser obtido para concentracBes de octanoato abaixo de
200 pM (50 e 100 uM). O valor de ka para octanoato 50 uM, no
entanto, n8o pbde ser obtlido, J& que para esta concentrac8o,
conforme J& mencionado, a equacdc [H5A] é euficiente para
descrever as curvas de diluicdo. A dependéncia de ka e ka da
concentracdo portal de octanoato nas Figuras 40B e 41 € muito
semelhante, assim como os valores. Em linhas gerais a semelhanca
aumenta quando aumenta a concentrac8&o portal de octancato. Isto
pode ser explicado como resultante do fato de que ki e kz obtidos
da equac8o [1A] também aumentam quando aumenta & concentracfo
portal de octanoato. E, na equac8o [4A), ki1 e kz J& e8o
assumidamente, e por principio, muito grandes.

Em vieta dos resultados da Figura 40 pode-see dizer, portanto,
que um mecanismo que converge para a situacdo da Figura 5 em
baixas razdes [octanocatol/[albuminal & altamente improvével. Na
verdade, as tentativas de ajustar a equagdo [1A] aos dados com
baixoe valores de ki e kz aponta, muito mals na direcdo de um
mecanismo de troca rdpida com a membrana plasmdtica do que em

direcBo a qualguer outro mecanismo.

4.5.3.2. SimulacBes utilizando a equacfo [1A] com altos

valores de ki e kz

Parece, portanto, que a equac3o [4A] faz uma boa descrigfo do
comportamento do octanocato no figado. N&o se deve deixar de
lembrar, no entanto, aque esta equacdio é na verdade uma
simplificacBo da equacBo [1A]. Esta ultima, por ser multo com-

plexa, pode descrever viarias situacdes, inclusive aquela em que
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Figura 42. Comparac8io de curvas calculadas utillizando a egquaclo
[1A] e uma curva experimental de [1-14CJoctanocato com valores
crescentes de ki1 e kz mantidos numa raz8o igual a 2. Os pontos
representam uma curva de [1-14CJoctanoato obtida com albumina 450
uM e octanoato portal igual a 500 uM. Os valores de ka, ka e ks
s3o aqueles obtidoe ajustando a equacBo [4A] aos dados experi-
mentais. Eles est3o listados em cada gréfico. Os valores de ki1 e
kz foram aumentados arbitrariamente, porém numa raz8o fixa igual
ao valor de Q (0,041), gue também fol obtido ajustando a equacdo
[4A]1 aos dados. Os valores de ki e k= também est8o listados em
cada grafico. Os valores de to e 6° foram, respectivamente, 2,856
segundos e 1,17. O simbolo o representa o erro padrdo da
estimativa.
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Figura 43. Comparac8o de curvas calculadas utilizando a equac8o
[1A] e uma curva experimental de [1-14CJoctancato com valores
crescentes de ki e kz mantidos numa razéo lgual a 2. Os pontos
representam uma curva de {1-14C]Joctanoato obtida com albumina 150
uM e octanoato portal igual a 490 pM. Os valores de ks, ka e ks
s3o aqueles obtidos ajustando a equacBo [4A] aos dados experi-
mentais. Eles est3o listados em cada grafico. Os valores de ki e
ke foram aumentados arbitrariamente, porém numa razdo fixa igual
ao valor de Q (0,18), que também foi obtido ajustando a equacdo
[4A]1 aos dados. Os valores de k1 e kz também estdo listados em
cada grafico. Os valores de to € 6° foram, respectivamente, 1,943
segundos e 1,68. O simbolo o significa o erro padrdo da
estimativa.
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ki e kz s%c muito grandes. Em principio deveris ser possivel
obter com a equacio [1A] os mesmos dadoe que &agqueles obtidos
utilizando a equacdo [4A]. Na préatica, no entanto, seria multo
dificil, se n3o impossivel, ajustar a equacBo [1A] com valores
muito altos de ki e kz. O tempo de cdlculo seria impraticével com
um microcomputador, mesmo com o maie moderno disponivel e, mesmo
assim, & praticamente certo que apenas a raz8o ki/kz pudesse ser
determinada com precis3o além de ka, ka e ke. Isto & exatamente o
que a equac8o [4A] pode fornecer.

No entanto, pode-se fazer algumas simula¢des introduzindo na
equacdo [1A] oe parBmetroe ka, ka € ke e valores arbitrarios de
k1 e k=, estes ultimos numa raz8o igual ao valor otimizado do
pardmetro Q. O que se pode esperar € que, guanto maiores forem os
valores de ki e kz, tanto maie préximas devem estar as curvas
calculadas das curvas experimentais. Demonstrar isto equivale a
mostrar duas coisas: (1) que a equac8o [1A] realmente pode
descrever as curvas experimentais do [1-14CJoctancato com valores
altos de ki e k2, mesmo que esta curva tenha um pico na mesma
posicdc da referéncla para o €8paco celular; e, (2) ¢que as
deducBes algébricae deste trabalho, bem como o8 procedimentos
numéricos, estdo corretos.

As Figuras 42 e 43 mostram o8& resultados de simulacles desse
tipo. Na Figura 42 o valor de Q & baixo, 0,0411, pois se trata de
um experimento com uma baixa raz8o {octanoatol/[albuminal (1,11).
Fica bastante claro gue a curva calculada tende a se aproximar da
curva experimental & medida que ki e k= s8o0 aumentados. A curva
calculada com ki = 8,0 s~ e k2 = 194,2 s~ j& estd bem préxima
da curva experimental. Com um valor t80 alto de kz, o tempo de
cédleculo, mesmo num microcomputador de 40 mHz equipado com CcoO-—-
processador aritmético, €& bastante elevado. Para uma precisBio de

0,1% na avaliacdo das integrais, foram necessériase aproximadamen-
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te 20 horas para calcular a curva inteira. A simulacdo da Figura
43 foi feita com dados experimentais - obtidos com uma raz8o
[octanoatol/[albuminal igual a 3,27. Neste caso Q é6 malor, 0,18.
A curva calculada tembém tende a se aproximar da curva
experimental & medida que ki e kz aumentam. N3o fol possivel
atingir o mesmo grau de concordéncia que na Figura 42, no
entanto. Isto porque com ki = 100 e k= = 555,55 s~1, os limites
do Turbo-Pascal foram atingidos. Na verdade, com estes valores
t3o altos de ki e k=, a curva pdde ser calculada apenas até o
tempo de 20,5 segundos. O tempo de célculo foli superior a 24
horas.

Apesar de altos, mesmo 08 maiores valores de ki e k=
empregados nas simulacdes est80 ainda muito abaixo do que se pode
esperar teoricamente com base nas constantes de velocidade de
dissoclac8o do complexo albumina-octanoato para entrar em fosfo-
lipideos (Hamilton, 1989). A 42°C o valor esperado de ki estaria
em torno de 940 s-1; e a 33°C em torno de 236 s—1. Estes valores
foram obtidos dividindo as constantes de dissociacdo da Tebela 1
por um valor médio de 8- igual 1,5. A 37°C, o valor de ki1 teria
que eer malor que 236 e menor que 940 s-1. Um valor médio
ponderado para a disténcia entre 37°C e os dois extremos estaria
em torno de 500 s—1. Valores t8o altos n&o podem ser fornecidoe
a um programa em Turbo-Pascal, pois na equacBo [1A] eles gerariam
funcdes exponenclale com valores superiores & 1,1 - 104832 e/ou
inferiores a 3,4 - 10-4832, que 880 o8 limites desta linguagem
. por enguanto.

De qualguer forma pode-se concluir que a equacBo [1A], com
altos valores de ki e kz pode descrever as curvas de diluicdo do
[1-14CJoctanocato mesmo que O pico se situe em torno do pico da
referéncia para o espaco extracelular. Comprova-ge também a

correcdo das solugdes algébricas encontradas bem como dos
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procedimentos numéricos adotados.

4.6. Um paralelo do comportamento do octanocato,
do palmitato e do niflumato

Estudos similares a este foram realizados no Laboratério de
Metabolismo Hepdtico da Universidade de Maringa com o palmitato
(Ferraresi-Filho, 1989; Ferraresi-Filho et al., 1992) e com o
niflumato (Kelmer-Bracht, 1993; Kelmer-Bracht et al., 1893). o)
palmitato é um dos dcidos graxos de cadelia longa (16 carbonos)
mais abundantes na natureza. O octancato e o palmitato tém ambos
cadeia alifética, 1linear. J& o niflumato é uma droga anti-
inflamatéria da familia dos é&cidos fenémicos. O que mais
interessa no contexto deste trabalho & que o niflumato é um acido
carboxilico com dois anéie aromiticos ligados por uma amina
secundaria (Kelmer-Bracht, 1993).

0 comportamento de cada uma destas trés subeténcias no figado
6 diferente. O palmitato tem acesso lento, tanto 4 membrana
celular como ao interior da célula. Apenas um estoque celular
pdde ser detectado e as curvas de diluic3c de [1-14Clpalmitato
podem ser descritas pela equagdo [2A] em toda a faixa de
concentracdc de palmitato e albumina (Ferraresi-Filho, 1889;
Ferraresi-Filho et al., 1992).

0 niflumato difere muito do palmitato. Esta droga tem acesso
muito rapido ao espago celular. O seu espago aparente de
distribuicBo é grande e, dependendo das condicdes, pode superar
em 71 vezes o espago aquoso. Por isto as curvas de diluicdo de
niflumato podem ser todas descritas pela equacBo [6A] (Kelmer-
Bracht, 1993; Kelmer-Bracht et al., 1993).

0 octanoato tem o comportamento descrito neste trabalho que,

como se viu, é diferente do comportamento das outras duas
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Tabela 9

Comparac8o de alguns parédmetros de transporte e metabolismo do
octanoato e do palmitato. Os dados do octanocato sdo todos deste
trabalho. Os dados do palmitato foram também obtidos no
Laboratdério de Metabolismo Hepdtico através de experimentos de
diluicdo de indicadores € foram coletados em Ferraresi-Filho
(1989) e Ferraresi-Filho et al. (1992). O simbolo Ciz representa,
tanto para o palmitato como para o octanocato, a concentrac8o do
estoque intracelular metabolizdvel. Para malores detalhes, vide o
texto.

Condigbes Pardnetros
Albugina Palmitatc  Palaitate Octanoato Bctanoate Faet Ci2 Faet/Cia
portal livie {Cae} portal livre {Ca¢) {pmol » gin~t » al™t) {pH) fain=*)
]
500 300 0,95 0,37 9,4 39,t
400 400 0,92 0,38 5,3 1,7
430 500 30,0 1,68 226,0 7,4
430 400 24,6 1,15 278,0 5,1
450 300 14,3 0,83 198,0 4,3
150 850 14,10 1,45 36,9 39,3
150 420 6,2t 11 33,9 32,7
150 300 3,19 6,79 27,8 28,6
150 330 33,6 1,46 180,0 8,1
150 160 11,1 0,43 91,0 4,7
150 50 3,5 0,22 48,1t 4,6

15 100 22,49 0,43 25,0 17,2
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Tabela 10

Comparacdo de alguns parémetros de transporte e metabolismo do
octanoato e do niflumato. Os dados do octanoato s8io todos deste
trabalho. Os dados do niflumato foram também obtidos no
Laboratério de Metabolismo Hepdtico através de experimentos de
diluic8o de indicadores e foram coletados em Kelmer-Bracht (1893)
e Kelmer-Bracht et al. (1993). Os valores de Fmet do niflumato,
que e8o dados em pmol - min—1 - (grama de figado)—2 por Kelmer-
Bracht et al. (1993) foram convertidos em pmol - min—1 - (ml do
espaco aquoso celular)—1 utilizando o fator 0,606 ml - (grama de
figado)~1. Este fator foi determinado a partir dos tempos médios
de trénesito da [121IJalbumina e da [SH]agua obtidos neste
trabalho. O simbolo Ciz representa, tanto para o niflumato como
para o octanoato, a concentrac8o do estoque intracelular
metabolizavel. Mesmo na auséncla de albumina, a concentracdo de
niflumato livre (Cer) pode ser menor que a concentragdo portal
porque Cer representa a média logaritmica entre a concentragdo
portal e venosa. Para malores detalhes, vide o texto.

Condigbes Pargasetros
Albuaina MNiflumato  Niflumate Octanoato Octanoato Faet €12 Faat/Ciz
portal livre {Cae) por tal livre {Cae) (psol » gin~2 » al™t) () (min—t)
]

430 300 16,5 0,83 198,0 4,3
{50 490 99,6 1,33 103,0 15,0
50 176 18,9 0,039 1334,8 0,043
20 1! 18,6 ¢,043 1129,0 0,038
0 190 31,1 0,808 261,0 3,10
50 50 7,1 0,240 26,0 9,20
0 10 6,8 9,039 508,0 0,076

0 100 99,0 0,012 2768,1 0,004
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substéncias lipofilicas: o acesso & membrana plaesmética e suas
adjacéncias & muito répido, mas o acesso ao restante da célula €
mais lento.

O que foi dito nos trés parédgrafos anteriores n#o esgota as
particularidades do comportamento de cada substéncia que podem
ser comparadas. H& outros detalhes mais sutis que merecem ser
analisados. Sabe-se, por exemplo, que o figado metaboliza o
octanoato fornecido exogenamente mais rapidamente do que o
palmitato. Véarios trabalhos atestam isto. Bracht et al. (1990),
por exemplo, compararam a extracio percentual do [1-14C]lpalmi-
tato e do [1-14CJoctanoato numa Unica passagem pelo figado para
varias concentrac®es de albumina, verificando que a do octanoato
era sempre maior.

A Tebela 9 mostra os valores de Fmet (& velocidade de
metabolizacdo) e de Ciz (a concentracsio do estoque metaboli-
zével) do palmitato e do octanoato numa série de condicdes
compardvels para os dols acidos graxos. Os dados do palmitato
foram obtidos de Ferraresi-Filho (1989). O significado de "condi-
cdee comparaveis” varia. Por um lado pode-se comparar os valores
de TFmet € Ciz para concentracdes portale iguais ou préximas dos
scidos graxos e da albumina; ou, pode-se comparar valores de Fmat
e Ciz para concentracdes préximas ou jguais &s concentracles
livres (Cer) dos &cidos graxos. Mais informativa talvez, serd a
comparac8o das razdes Fmet/Ciz, 1.e., a8 velocidades de metabo-
lizacdo por unidade de concentraclo intracelular, as Qquails
realmente &80 uma medida da capacidade do slstema enzimdtico em
metabolizar cada acido graxo.

Quando se comparam concentrac3es semelhantes de salbumina e
dos 4dcidos graxos no €s8pago extracelular verifica-se realmente
que & velocidade de metabolizac8o do octanoato &€ maior do que a

do palmitato. Por exemplo, com palmitato portal 400 e 500 uM e
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albumina 400 e 500 uM, o valor de Fmet do palmitato estd entre
0,37 e 0,38 pmol - min-1 - ml-1. Em condicdes semelhantes, o
octanoato é metabolizado de trés a qQquatro vezes mais rapidamente.
Estas condictes sBo fislolégicas. Pode-se dizer, portanto, que em
condigdes giaiolégiqas o octanoato & metabolizado com malor
rapidez que o palmitato. Com albumina 150 yM e palmitato ou
octanoato portaie na faixa dos 300 puM, a diferenca relativa cai
um pouco, porém, ainda assim ela & alta a favor do octanoato.
Deve-se notar, no entanto, que a concentraclo livre de palmitato
(Cez) tende sempre a ser menor que a do octanoato, J& que a
albumina tem maior afinidade pelo primeiro. E a concentrac8o
livre no perfusado que influencia a concentracdo intracelular.
Por isto, a quest®o que surge agora é se a aparentemente malor
velocidade de metabolizacBo do octanoato se deve de fato a uma
maior afinidade do sistema enzimédtico por este &cido graxo, ou se
isto é consequéncia de uma malor concentragBo intracelular. Uma
comparacBo dos valores de Ciz do palmitato e do octanoato logo
revela que os do octanoato sdo sempre maiores. Com isto a raz8o
Fmet/Ciz para o octanoato é muito menor que a do palmitato. Isto
significa, em principio pelo menoe, que o sistema, ou os sistemas
enzimidticoe intracelulares s#&o, na realidade, mais ativos com
palmitato do que com octanoato. Isto é o contrdrio do que
poderia parecer & primeira vista. Estas conclusBes Ja foram
expressas por Bracht et al. (1990), embora baseados em uma
andlise preliminar do comportamento do octanoato, muito menos
completa que a anédlise realizada neste trabalho.

Os dados na Tabela 9 também s8o compativeis com a 1idéia
predominante de que a acil-CoA sintetase para cadeias longas
microssomal n8&o & a principal responsével pela metabolizaclo do
octanoato. De fato, a Vmax da acil-CoA sintetase para cadelas

longae com o octancato ¢é dez vezes menor que A& Vmax cCcOm O



Resultados & Discussio 194

palmitato, conforme j& citado na Introducdo (Noy e Zakim, 1985).
Mesmo saturada — o0 Km desta enzima para com o octanoato parece
ser o menor dentre os acidos graxos (Noy e Zakim, 1985) e a
concentracdo intracelular de octanoato & alta conforme a Tabela 9
— a sua atividade poderia corresponder no méximo a 10% da
atividade com o palmitato. No entanto, a velocidade de
transformac3o metabdlica do octanoato exégeno é maior que a do
palmitato exégeno, donde se conclui que deve haver outro slstema
responsavel pela maior parte da metabolizac8o do octanoato. As
acil-CoA sintetases da membrana externa e da membrana interna das
mitocéndrias s8o mais ativas com palmitato do gque com octanoato
e, portanto, n¥o poderiam, em tese, levar a uma metabolizagéo
mais rapida do octanoato (ver Introdugéo). Sobra apenas a acil-
CoA sintetase da matriz mitocondrial, que é muito mais ativa com
octanoato do que com palmitato, gue pode ser a responsavel pela
maior parte do octanoato transformado.

A concentrac8o intracelular de octanoato é bastante elevada,
mas o figado tem uma capacidade ainda maior de acumular niflumato
no espagco intracelular. Conforme mostra a Tabela 10, mesmo qQue &
concentracdo livre no espaco extracelular seja semelhante para os
dois compostos, a concentrac3o intracelular do niflumato é sempre
muito superior & do octanoato. Por exemplo, tome-se octanoato
portal 300 pM e albumina 450 uM, o que produz uma concentrac8o
livre (Ces) 1gual a 16,5 puM. A concentracdo intracelular de
octanoato & igual a 198,0 pM. Uma concentracdo livre comparavel
de niflumato, igual a 18,8 uM consegue—-se com albumina 20 yM e
niflumato portal igual a 51 uM. A concentrac8o intracelular, no
entanto, atinge 1129 pM, que é 5,7 vezes maior que a concentrac8o
intracelular de octanoato. Isto se repete para as outras
condicBes. Por isto, a razfo Fmet/Ciz para o niflumato é muito

menor que para o octancato, o que significa que o sistema
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enzimdtico do octancato é mals eficiente que o do niflumato,
embora menos eficiente que o do palmitato. B claro que o
niflumato ¢é metabolizado por sistemas totalmente distintos
daquele dos &cidos graxos. O octanoato e o palmitato, no entanto,
8% em parte metabolizados pelas mesmas enzimas e sobretudo,

estdo sujeitos ao mesmo tipo de reacdes.
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5. DISCUSSAO FINAL

5.1. Aspectos gerais — Conclusdes

Convém resumir os principais argumentos que apoiam a
conclusdo fundamental deste trabalho. Esta conclus8io fundamental
& que o octanoato se distribuli em dois estoques celulares,
dispostos em série. O primeiro estoque celular seria formado
basicamente pela membrana celular e suas adjacéncias; a este
estoque o octanoato tem acesso muito répido, limitado apenas pelo
fluxo; ndo hé metabolizacBo neste estogue. O segundo estoque
seria o espagco celular propriamente dito; a este estoque o
octanoato tem acesso relativamente lento e é nele que ocorre a
metabolizac®o. Este mecanismo estd esquematizado na Figura 10.
Estae conclus®es encontram apoio em védries evidéncias produzidas,
principalmente neste trabalho, e também em dados da literatura.

As evidéncias mais importantes s8o:

1. A equacB80 que descreve o comportamento de uma substéncia
com as caracteristicas acima (equacdo [4A]), isto é, distribuicéo
em dols estoques, acesso rédpido.ao primeiro e metabolizacdo no
segundo, ajusta aos dados experimentais; isto fol verdadeiro para
todas as concentrac®es de octanoato (50 a 500 uM) e albumina (50
a 450 uM) utilizadas neste trabalho; outros modelos ajustam

apenas em determinada faixa de concentrac8o;

2. Ha uma concordincia muito boa entre as velocidades de
metabolizacBo, calculadas a partir das constantes de velocidade
obtidas do ajuste da equacdo [4A]1 aos dados experimentals e a8
velocidades de metabolizacdo calculadas a partir de tempos médios

de tréneito; estas ultimas ndo tém implicaecdes mecanisticas; esta
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concordéncia vale para Qqualquer concentrac®o de octancato e
albumina; para outros modelos em geral n3o hé concordéncia

(Tabela 8);

3. H& boa concordlncia entre os valores do parémetro Qe -,
obtidos ao ajustar o modelo aos dados, € O mesmo parémetro

calculado a partir de tempos médios de trénsito (Tabela 8);

4. Existe uma correlac®o entre a concentracfo de octanoato no
primeiro estoque (membrana plasmatica; C110°) e a concentracéo
livre de octanoato no espaco extracelular (Cez) (Figura 31); esta
correlac8oc deve existir se o octanoato realmente se comporta de

acordo com o mecanismo da Figura 10;

5. Foi possivel demonstrar correlacBo entre a velocidade de
influxo no segundo estoque (Finz) e a concentracdo de octanoato
no primeiro estoque (Ci1); também esta correlacdo existe

teoricamente (Figura 32);

6. Existe ainda uma correlac8o entre a velocidade de
metabolizacdo (Fmet) € & concentracBo de octanoato no segundo
estoque (Caz), correlacdo esta que & também esperada teori-

camente (Figura 33);

7. 0O ajuste das equacBes que descrevem outros mecanismos,
quando possivel, produz parémetros inconsistentes: (a) certas
correlacdes esperadas nBo 880 de fato observadas ou, (b),
tendéncias esperadas teoricamente ndo sB8o verificadas na prética

(Figura 40);

8. Uma comparacB8o dos parémetros obtidos ao ajustar a equac8o



Discuaeaslio Final 198

que descreve mecanismos que convergem para uma situac3o de dois
estoques quando Q tende para zero com os parémetros do mecanisesmo
da Figura 10, também favorece este Gltimo; quando Q tende para
zero as constantes de velocidade determinadas ajustando cada um
dos mecanismos convergem mutuamente para valores préximos (Figura

38);

9. Finalmente, o mecanismo da Figura 10 também eatd de
acordo com dados na literatura, que d#o conta de um acesso répido
do octanoato as estruturas fosfolipidicas (Hamilton, 1989); para
dcidoe graxos de cadeia longa, palmitato por exemplo, cujo acesso
aos foefolipideos é lento, um mecanismo correspondente, de acesso
lento A membrana plasmatica, foi encontrado em estudos similares

aos realizados neste trabalho (Ferraresi-Filho et al., 1992).

Os nove pontos acima sdo, tomados em conjunto, 1indicac8es
muito fortes de que o octanoato se comporta conforme
esquematizado na Figura 10. Porém, é preciso mencionar que a8
evidéncias 830 de natureza cinética e, por isto mesmo, como
sempre acontece com evidéncias cinéticas, o quadro que se pode
desenhar inclui apenas aquilo que os métodos cinéticos permitem
enxergar. Por 1isto, o que se deve acrescentar neste ponto da
discussBo, €& que a Figura 10 descreve aquilo que foi possivel
enxergar com a ajuda da técnica de estudo utilizada. Algumas das
possivels coisas que O método esconde, mas que se sabe, assim
mesmo, que podem estar acontecendo, serfo discutidas nos proéximos
itens.

Embora o8 resultados j& tenham sido discutidos a medida que
foram apresentados, ha ainda dois tépicos que merecem uma
discussBo mais detalhada. Estes dois t6picos dizem respeito &

natureza dos dols estoques de octanoato detectados cineticamente.
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No caso do primeiro estogue, que parece ser formado basicamente
pela membrana plasmidtica e suas adjacéncias, interessa sobretudo

saber qual é a relac#o molar entre o octanoato e os lipideos.

5.2. A natureza do primeiro estoque de octanocato: ha
lipideos suficientes na membrana celular para

acomodar o octancato?

A concentracdc méxima de octanoato no primeiro estoque
(C118°) encontrada neste trabalho fol de 656 nmol - (ml do espaco
aquoso celular)-1. Isto ocorreu com albumina 50 uM e octanocato
extracelular médio (Ce) de 356 uM, ou 356 nmol - (ml espaco
extracelular)-1. Este & o valor méximo, encontrado para a malor
raz3o octanoato/albumina empregada neste trabalho. Em geral ele
estd multo abaixo disto, principalmente quando a albumina estéd
presente em concentracdes fieiolégicas. Por exemplo, com albumina
450 pM e octanoato portal 500 uM, o valor de C110° é igual a 21,2
nmol/ml. Para o valor méximo de Ci118° encontrado, a razdo
C110°/Ce é 1gual a 1,84. O nimero em sl deve ser encarado com
reservas, pols o real gradiente de concentrac8o &€ de fato muito
malor. Deve-se lembrar que C118°~ estd sendo expresso por unidade
de espaco extracelular, pois n8o se conhece muito bem o espaco
que a membrana celular ocupa. Sabe-se, porém, que ele ¢é muito
menor que o espago extracelular, pois a membrana plasméatica é
muito fina. Por 1isto, se o octanoato detectado no primeiro
estoque realmente estéd todo imerso na membrana plasmatica, a
concentracdo neste espaco deve aer bastante elevada, a0 menos
quando a concentracdc de octanoato livre no espago extracelular é
alta. A questdo gque surge de modo quase natural, diz reepeito &
capacidade que os lipideos da membrana plasmdtica tém em acomodar

tal quantidade de octanoato. Seré necessério verificar a raz8o



Discussiio Final 200

molar lipideos da membrana/octancato e verificar se ela & malor
que a unidade. Um valor inferior & unidade eignificard mais
octanoato do que lipideos, uma situacdo bastante improvavel.

Noy et al. (1986) calcularam que, no rato, hd 600 nmol de
fosfolipideos sinusoidais por grama de figado. Eles utilizaram no
célculo as estimativas de Blouln et al. (1977), de que a Area das
membranas plasmdticas no figado & de 300 cm*/g e que 70% s&o
membranas sinusoidais, o que corresponde a 210 cm®/g. Sabendo a
drea por mol de fosfolipideo, (0,35 cm®/nmol, em média), chege-se
ao valor acima. Os préprios autores consideram que este valor
estd superestimado. Além disto eles n8o levam em conta os outros
lipideos, como triacilglicerbéis e colesterol.

E dificil saber porque Noy et al. (1988) preferiram o valor
encontrado nos seus cédlculos aos dados experimentails de Pfleger
et al. (1968), que ja estavam disponiveis. Estes autores mediram
o teor em lipideos dae membranas plasmaticas no figado. De fato,
segundo estes autores, hd 230 nmol de fosfolipideos sinusoidais
por grama de figado, assumindo que o peso molecular médio dos
fosfolipideos & igual a 721,9 e que 70% da membrana plasmdtica é
sinusoidal, de acordo com os dadoe de Blouiln et al. (1977). Ieto
& pouco mails que um terco do valor calculado por Noy et al.
(1986). Como oe dados de Pfleger et al. (1968) s&o experimentais,
eles devem merecer a preferéncia. Além do mais, Pfleger et al.
(1968) também mediram os outros lipideos da membrana plasmatica:
colesterol 1livre (212 nmol/g), triglicerideos (10,3 nmol/g),
dcidos graxos livres (34,4 nmol/g) e colesterol esterificado (7,3
nmol/g). Os valores correspondem &08 teores sinusoidais. Com
referéncia aos fosfolipideos e triglicerideos, convém expressé—
los em termos de cadeias laterais hidrocarbonadas, em geral de
acidos graxos 1longos. Seriam duas cadeias laterais para cada

fosfolipideo e trés para cada triglicerideo. Além disto, seréa
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necessério expressar o teor em lipideos na mesma unidade em Qque
foi expressa a concentragdo de octanoato, quer dizer, em nmol por
ml do espaco extracelular. Isto pode ser feito desde que s8e

conheca o espaco extracelular por grama de figado. Este espacgo
pode ser calculado como F(taiv - te)/p. F é o fluxo através do

6rgdo, teiv o tempo médio de trénsito da albumina, te o tempo de
trénsito peloe grandes vasos € p o peso Umido do figado. O valor
obtido em 53 experimentos foi igual a 0,4310,015 ml/g. Utilizando
este valor para o espagco extracelular chega-se a um nimero fiﬁal
e total de 1731,4 nmol de cadelas laterais hidrocarbonadas mais
colesterol livre e esterificado por ml do espago extracelular. A
maior quantidade de octanoato encontrada no primeiro estoque foi
de 656 nmol/ml. A malor raz3o molar seria entBo de 2,64 mol de
cadeias hidrocarbonadas mais colesterol por mol de octanoato. Na
condicdo fisiolégica de albumina 450 pM e octanoasto portal 500
uM, esta razdo é muito maior: 81,7. Deve-se considerar também,
que a membrana plasmatica contém proteinas, na verdade, segundo
Pfleger et al. (1968), ha 0,88 mg/g de proteinas contra 0,39
mg/g de lipideos totais. Além disto, deve-se considerar o tamanho
do octanoato, 8 carbonos em comparacdo com O8 16 ou mais que as
cadeias hidrocarbonadas dos lipideos das membranasg costumam ter.
Teoricamente, duas moléculas de octanoato podem alinhar-se ao
longo de uma cadela hidrocarbonada de 16 a 20 carbonos. Parece,
portanto, que hd espaco suficiente para acomodar as quantidades
de octanocato detectadas no primeiro estoque, embora se deva
também dizer que os malores valores encontrados, validos para
altas razdes octenoato/albumine, devem provocar alterac8es
significativas nas propriedades das membranas, mesmo que estas
sejam reversiveis.

Que o octanoato altera as propriedades da membrana tem alguma
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evidéncia no fato de a representacdo de C118° contra Cer ser
parab6lica e n#oc 1linear (Figura 31), o que s&ignifica que a
quantidade de octanoato no primeiro estoque n#o é proporcional a
Cez havendo um aumento na afinidade do primeiro estoque pelo
octanoato A& medida que Cer aumenta. Parece que o octanocato cria
novos espacos para sl mesmo 4 medida que sua concentraclo na
membrana aumenta. Se a afinidade n3#oc aumentasse, & relacfo serila
linear e poderia ser descrita por uma equag¢3do de regressfo que
prescinde do termo em Cef® (ver legenda da Figura 31), 1isto §é,
C116° seria igual a -0,0161 + 0,00155Cer. Esta relac8io pode ser
usada para calcular a quantidade tedrica de octanoato no primeiro
estoque, caso n8o houvesse aumento na afinidade. Para o malor
valor de Cer, que €& igual a 231 uM, o valor de C116° calculado €
de 197 nmol/ml. Iesto & menos de um terco do valor efetivamente
medido, que é de 656 nmol/ml, conforme ja mencionado acima.

E impossivel dizer, com os dados disponiveis, como o
octanoato aumenta o seu espago, aparente ou real, na membrana.
Pode ser que a formac8o de dimeros seja facilitada, por exemplo,
j&4 que os acidos graxos apresentam uma certa tendéncia neste
sentido (Spector et al., 1971). E provavel, também, que o
octanoato altere a fluidez da membrana, a exemplo do que fazem
scidos graxos de cadela longa (Rhoads et al., 1983). Neste
sentido, deve ser lembrado que o octanoato é liquido a 37°C. A
formac8o de micelas n8o parece ter nada a ver com o fenbmeno, Jé&
que a concentracdc critica para a formac8o destas estruturas,
para o octanoato, estd em torno de 0,4 M, conforme dados da
literatura (Klevens, 1948).

Por outrc lado, pode ser também que o octanoato tenha acesso
a camadas mals profundas, além da membrana plasmatica que separa
as células dos sinuséides. Por exemplo, O octanoato poderia

difundir rapidamente para as membranas celulares baso-laterals e
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meemo ter acesso rdpido as porcdes do reticulo endoplasmético ou
de outras estruturas membranosas bem préximas a membrana
plasmatica. Poderia também interagir com proteinas das membranas,
sobretudo com as glicoproteinas do glicocalix. Tudo isto s8o
possibilidades que n3o podem ser descartadas, mas que dependem de
experimentacso para serem confirmadas ou desmentidas.

Ainda em relacBo & membrana plasmética, hé& uma outra questéo
que pode ser formulada. Algum dos resultados deste trabalho
poderia ser encarado como evidéncia de que o carreador de &cidos
graxos de cadeia longa encontrado por Stremmel et al. (1985)
também exerce algum papel nas interacdes do octancato com a
membrana plasmatica? A resposta €& negativa. N3o h& nenhuma
evidéncia da participacdc de um carreador, nem entre o6 dados
obtidos neste trabalho e nem existe qualguer indicac8o neste
sentido na literatura especializada. Em tese nem haveria
necessidade, pols carreadores ou sistemas de transporte existem
para apressar pProcessos que de outra forma seriam lentos demais.
E este n8o parece ser o caso da entrada do octanoato na membrana

plasmatica.

5.3. A natureza do segundo estogue de octanocato

0 segundo estogue de distribuicdoc do octancato, muito
provavelmente, engloba a maior parte do espaco celular, embora
uma distribuicdo homogénea seja altamente improvavel. Conforme J&
foi dito na Introdug8o, dados da literatura dBo conta de qQue a
transformagdo do octanoato em octanocil-CoA deve estar ocorrendo
intra- e extramitocondrialmente, embora com um predominio da
reac&o mitocondrial (Marinetti, 1970; Aas, 1971; Sugden e
Williamson, 1982; Noy e Zakim, 1985; Schulz, 1991). Deve-se

enfatizar que esta transformacdoc é irreversivel nas condices
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celulares e, portanto, & exatamente esta reac8o que corresponde
aquilo que neste trabalho foi chamado de transformacdo (ou
sequestracdo) metabdlica e cuja velocidade foi simbolizada por
Fmet. Este par&metro, portanto, & a somatéria de pelo menos duas
reacdes, uma intramitocondrial e outra extramitocondrial. Isto J&
permite logo a conclus3®o de que o segundo estoque de octanoato
engloba um espagco amplo. Ele deve incluir pelo menos as
mitocéndrias e o citossol, que, cineticamente aparecem como um
unico compartimento.

Una andlise dos valores das concentracdes de octanoato no
segundo estoque calculados neste trabalho (o par8metro Ciz),
revela que eles s&o relativamente altos. A Tabela 9 mostra, por
exemplo, que para octanoato portal 400 uM e albumina igual a 450
UM, a concentrac8o livre (Car) é de 24 puM; o valor de Caiz
calculado para estas condic®es 6 igual a 278 uM ou 278 nmol por
ml de espaco aquoso celular. Combinac®es de Car € Ciz2 semelhantes
ocorrem para outras condi¢cdes. Em vista destes gradientes, é
improvdvel que o octanoato esteja todo na forma livre no espago
celular, a menos gque haja um sistema de transporte ativo
eficiente, coisa bastante improvavel devido ao tipo de 1interacdo
que Ja se sabe que hd entre o octanoato e as membranas. Deve-se
explicar aqul que, expressar a concentrac8o intracelular em
termos do volume aquoso celular, nd3o implica em assumir gque o
composto se encontra todo dissolvido no espago aquoso. 0O mails
provavel é que uma parte consideréavel doioctanoato esteja ligada
intracelularmente a lipideos (membranas) e proteinas.

Sabe-se ha bastante tempo que existem proteinas no cltossol
com a funcdo especifica de ligar substéncias 1lipofilicas. A
proteina Z foi a primeira destas proteinas a ser descrita
(Mishkin et al., 1972). Estes autores isolaram uma frac8o do

tecido hepatico a qual chamaram de “frac8o proteina Z".
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Posteriormente, outras proteinas com a propriedade de 1ligar
dcidos graxos e outros &nions orgénicos foram descritas e
isoladas por védrios autores. Trulzsch e Arias (1881) isolaram
trés fracdes com diferentes pHi's da assim chamada “frac8o
proteina Z". Eles atribuiram a8s trés um peso molecular de 12.500
Daltons. Ockner e Manning (1982) isolaram, pouco tempo depois,
uma proteina que chamaram de proteina ligante de Aclidos graxos
(FABP, fatty-acid binding protein), cujas propriedades
(capacidade de 1ligac8o, peso molecular, etc.) s8o muito
semelhantes Aaquelas da proteina Z de Trulzsch e Arias (1981).
Além destas duas foram ainda isoladas outras proteinas, tais como
a proteina banda C (Billheimer e Gaylor, 1980), a proteina
ligante do corante azo amino (Ketterer et al., 1976) e outras. A
idéia que predomina atualmente é a de que se trata basicamente da
mesmna proteina ou de porc¢des dela. As diferencas seriam
consequéncia dos diferentes métodos de purificacdo (Storch et
al., 1989). Entre as modificac®es que poderiam ocorrer durante a
purificacdo, por exemplo, pode-se considerar a dissoclac8o em
subunidades.

Varias funcSes tém sido atribuidas 4 proteina ligante de
dcidos graxos, algumas carecendo de confirmac®o. Kalkaus et al.
(1990), num artigo de revisBo, relacionam estas possiveis fun-
cBes. Duas destas funcBes s8o de interesse para este trabalho. Em
primeiro 1lugar, a proteina ligante poderla estar envolvida no
transporte e metabolismo dos aclidos graxoes e outras substéncias
lipofilicas. Neste sentido ha autores que defendem uma
participacBo bem ampla, incluindo eventualmente passagem através
da membrana, translocac¢3o no interior da célula e utilizacBo e
sintese de acidos graxos (Kalkaus et al., 1990). A segunda func8o
seria protetora. Ao ligar acidos graxos ou drogas, a proteina

diminuli a concentrac8o livre dessae substéncias, impedindo que
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elas exergam alguma ac3o prejudicial a membranas e proteinas
(Kalkaus et al., 1990).

Ndo héd concordéncia quanto & concentrac8o intracelular da
proteina ligante de acidos graxos. Valores entre 100 e 400 pM tém
sido citados (Tipping e Ketterer, 1981; Burnett et al., 1979). De
qualquer forma, esta falxa de concentragcdes ¢é superior aos
valores de Ciz encontrados neste trabalho para o octanoato (entre
25 e 200 uM). Além do mais, hd muitaes indicacBes de que a
proteina teria malis do que um sitio de ligacB80 de 4clidos graxos.
Poderiam ser dois ou mesmo trés sitios (Wilkinson e Wilton, 1987;
Kailkaus et al., 1990), o que aumenta a concentragcdo de sitios
ligantes. Portanto, essa proteina ligante pode estar ligando
quantidades significativas do octanocato, contribuindo para o
efeito concentrativo em relac8o & concentrac8o livre no espaco
extracelular. Isto pode ser dito apesar da ligac8o entre a
proteina ligante de &cidos graxos e o octanoato ndo ser muito
forte. Wilkinson e Wilton (1987) verificaram a capacidade que tém
dcidos graxos com diversos comprimentos de cadeia em deslocar o
composto fluorescente 11-(dansilamino)undecanocato da proteina
ligante de 4&cidos graxos. Enguanto que o palmitato 1,0 uM
deslocou 69,6% do composto fluorescente ligado & proteina ligante
(1,0 uM), o octanocato 1,0 uM foi capaz de deslocar apenas 2,7%. A
proteina ligante tem afinidade bem menor pelo octanoato do gque
por 4&cidos graxos de cadeis mais longa, portanto. Isto néo
significa, porém, gque nos nossos experimentos a fracdo de
octanoato ligada intracelularmente & proteina ligante seja baixa,
pois na auséncia de &cidos graxos exdgenos, o octanoato n8o deve
sofrer muita concorréncia no espaco intracelular. Isto porque a
concentracB8o dos &cidos graxos de cadeia longa endbégenos deve ser
muito baixa (Kaikaus et al., 1990) e a do octanoato relativamente

alta, sendo que os dados de Wilkinson e Wilton (1987) valem para



Discuessiio Final 207

concentracdes equimolares.

Por outro 1lado, é altamente provavel que certa frac8o do
octanoato esteja ligada a lipideos, principalmente 48 membranas.
Segundo Cooper et al. (1987), uma considerdvel fracd3o dos Acidos
graxos de cadela longa estéd ligada aos lipideos das membranas. O
mesmo deve estar ocorrendo com o octanoato, coisa que s8e pode
deduzir inclusive da grande facilidade com que o composto passa
da albumina para fosfolipideos (Hamilton, 1889). Mesmo os dados
obtidos neste trabalho, que parecem indicar uma grande velocidade
de entrada na membrana plasmatica e também uma grande afinidade
dos lipideos da membrana para com o octanoato, levam a crer que
no interior da célula, boa parte do octanoato deve estar
interagindo com os lipideos das membranas.

Uma quest3o paralela as indagacBes sobre a natureza do
segundo estoque é o real significado de Finz, a velocidade de
passagem do primeiro para o segundo estoque. E dificil dizer o
que este pardmetro realmente reflete em termos mecanisticos. A
interpretacBo mais simples é que ele reflete a velocidade de
difusdo do octanoato da membrana plasmética e adjacénciass em
direcdo ao restante da célula. A difus8@o no interior da célula
pode ser mals lenta do que a troca entre a albumina e a membrana
plasmatica? A troca entre a albumina e a membrana plasmdtica se
dd em uma solucBo de eletr6litoes, o tampBo Krebs/Henseleit-
bicarbonato, que por sua vez, corresponde mais ou menos ao plasma
sanguineo. As velocidades de dissociac8o e reassociacBo do
sistema albumina-octanoato s3o altas, como também s&o altas as
velocidades de troca entre os diversos sitios de 1ligagdo na
albumina (Hamilton, 1989). Tudo isto contribui para que, no
espaco extracelular, o octancato e a albumina estejam
uniformemente distribuidos transversalmente e, gracas & convex&o

(fluxo), haja uma continua renovagéo de material no sentido
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longitudinal. No interior da célula, a partir da membrana
plasmdtica, o ambiente é bastante diferente, sendo os obstaculos
a difus3o muito maiores. Além de estruturas, hd muitas proteinas
e complexos macromoleculares. Também n80 hé& o movimento de
convex8o. Por isto é bem poasivel que a difus@o seja mails lenta e
que haja, inclusive, um certo gradiente no interior da célula,
gradiente este que acaba se refletindo no valores de ka e ka e,
consequentemente, de Finz. Se este gradiente existe, o valor de
Ciz corresponde, naturalmente, a uma média, tanto no sentido
transversal, como também no sentido longitudinal, ao contrério de
Ce e Cii, que correspondem a um valor médio apenas no sentido
longitudinal.

A proteina ligante de acidos graxos pode facilitar a difuséo
do octanoato no interior da célula? Esta quest®o tem sido objeto
de muitas discussdes em relacB8o0 a todos os &cidoe graxos, sendo
que n8o hé unanimidade de opiniBo entre os pesquisadores (Peeters
et al., 1988; Stewart et al., 1991; Vork et al., 1991). Os
experimentos de Stewart et al. (1991) parecem indicar que sim.
Esses autores alegam que a proteina ligante de &cidos graxos foi
capaz de aumentar a velocidade de difus@o de oleato através de um
extrato citoss6lico do miasculo branco de um peixe marinho
(Macrozoarces americanus). Vork et al. (1891), no entanto,
contestaram o procedimento experimental de Stewart et al. (1991),
tendo-se estabelecido régia polémica que ainda estd por ser
decidida (Stewart, 1991). No caso do octanoato, hd alguma
indicacdo da participac80o da proteina ligante no processo de
difusdo intracelular. De fato, a relacBo entre Finz e Caia
apresenta saturac&o, o que poderia estar indicando a participac8o
de algum componente molecular presente em quantidades limitadas.
Isto n8o & uma prova definitiva, no entanto, pois func8es de

saturacdo também podem ser produzidas por outros tipos de
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interacdes ou outros tipoes de fenbmenos.

Em conclusdo, sobre a natureza do segundo estoque, pode-se
dizer que o octanocato, muito provavelmente, estd distribuido por
todo o espago celular, incluindo o espagco mitocondrial. Uma
certa fracdo deve estar na forma livre, outra frac#éo deve estar
ligada a lipideos e outra fracdo ainda, deve estar 1ligada a
proteina ligante de 4cidos graxos (FAPB). Com o8 dados
disponiveis, no entanto, n8o é poesivel determinar a quantidade

de cada forma de octanoato no espaco celular.
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