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Cuvant Tnainte

Teza de doctorat cu titlul ,Efecte induse in vivo de cis-platind asupra
homeostaziei biochimice a unor metaboliti proteici sia unor biometale la animale de
laborator” a fost elaborata in cadrul Facultdtii de Chimie Industriala si Ingineria
Mediului de la Universitatea ,Politehnica” Timisoara, intre anii 2001 si 2008.

Investigatiile intreprinse pe ,modele experimentale animale” sunt utilizate in
biochimie, xenobiochimie, farmacologie, nutritie, etc. Datele intereseaza aspectul
dualnormal/ patologic, pornind de la nivel molecular pana la nivel de celuld, tesut,
etc. In acest cadru se poate studia actiunea diverselor substante chimice sub aspect
biochimic/patobiochimic; fiziologic/fiziopatologic; morfologic/morfopatologic.

In prezenta tezd de doctorat s-a cercetat, pe modele animale, actiunea
cis-platinei asupra homeostaziei biochimice interesand unele aspecte ale metabolismului
proteic si ale metabolismului hidro-electrolitic. Abordarea acestui subiect a necesitat
documentarea in domeniul biologiei moleculare, biochimiei anorganice, biologiei
experimentale etc.

Modificarile homeostaziei biochimice investigate experimental, pot explicita
mecanismele moleculare create de injuria biochimica atat in patogeneza neoplazica
(patobiochimie, patofiziologie) cat si in chimioterapia citostatica.

Se impune mentionarea faptului cd in cadrul tezei sunt abordate aspecte
particulare referitoare la biochimie - metabolismul proteic, metabolismul hidro-
electrolitic (in speta metalele) dar si la xenobiochimie.

in acest sens se reitereazd faptul cd xenobiochimia este un domeniu
subsecvent al biochimiei in care se studiaza biotransformarea xenobioticelor de
interes alimentar (e.g.: aditivi), de interes farmaceutic (e.g.: chimioterapice
citostatice), de interes toxic (e.g.: biocide: insecticide, rodenticide, etc.).

In cazul de fata cis-platina, ca si xenobiotic de interes farmaceutic,
evidentiaza mecanisme de biodegradare specifice (i.e. acvatarea, formarea de
aducti, etc.). in final acesti compusi interfera cu metabolismul (mai exact cu
produsii metabolici) oferind o explicitare a mecanismelor moleculare ale
dishomeostaziei.

Timisoara, noiembrie 2008

Farm. Ariana - Bianca Martau
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Rezumat,

Lucrarea abordeaza un domeniu de interes si actualitate reprezentat de
investigatiile bioanalitice intreprinse pe “modele experimentale animale”, care
permit evidentierea efectelor induse de medicamente chimioterapice citostatice
asupra homeostaziei biochimice si explicitarea diverselor mecanisme de actiune.
Efectele induse de cis-platina (cis-diaminodicloroplatina) asupra homeostaziei
biochimice a acidului deoxiribonucleic (DNA) hepatic reprezinta o expresie a
actiunii la nivelul macromoleculei care contine informatia genica. Modificarile
induse de cis-platind asupra concentratiei proteinelor serice si a fractiunilor
electroforetice sunt o consecinta a actiunii asupra succesiunii proceselor de
replicatie —transcripitie-translatie care vizeaza sinteza proteica. Administrarea
unor doze crescute de cis-platind influenteaza statusul homeostazic al
metabolitilor azotati neproteici si al unor biometale din sange. De asemenea,
modificarea homeostaziei principalelor biometale din diverse organe este
influentata specific de administrarea de cis-platind. Datele analitice furnizate de
investigatiile pe animale de laborator pot avea caracter predictiv pentru
orientarea conduitei in nutritie, in chimioterapie, in instituirea dietei asociate
acesteia, In monitorizarea unor procese metabolice, in utilizarea de markeri, etc.
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INTRODUCERE

in biochimia anorganicd (chimia bioanorganicd) diversi compusi de
extractie si/sau de sinteza sunt studiati sub raportul compozitiei, structurii
chimice, activitatii biologice, a relatiei structura - activitate si a aplicatiilor in
stiintele vietii. In acest cadru se includ compusi metalici de naturd
anorganica si/sau organica care si-au aflat utilizare in domeniul nutritiei
(e.g.: nutrienti, aditivi alimentari), al farmacologiei (e.g. medicamente
chimioterapice diverse) si chiar in scop toxic (e.g. substante destinate
combaterii bolilor la plante si a vectorilor patogeni la animale).

in mod consecvent au fost sintetizati si investigati diferiti compusi
anorganici cercetdndu-se activitatea biologicd a acestora. In general se face
distinctia notiunilor de: fiziologic-activ, pentru compusii care intereseaza
nutritia; farmacologic-activ, pentru medicamentele chimioterapice (de
extractie sau de sinteza); toxicologic-activ pentru diversi compusi utilizati ca
biocide (substante care distrug daunatorii vegetali si parazitii animali).

Numerosi compusi metalici sub forma de saruri ale unor acizi
organici si anorganici, sau sub forma de complecsi, sunt utilizati curent ca
medicamente chimioterapice. In acest cadru s-a abordat problema
chimioterapicelor citostatice si s-a initiat investigarea in vivo a actiunii
cis-platinei pe modele experimentale animale.

Perturbarea homeostaziei biochimice conduce la modificari ce pornesc
de la nivel molecular si conduc spre nivelele celular, tisular, de organ si in final
afecteazd intregul organism. In aceste circumstante se urméresc modificirile
metabolitilor ca expresie a ,dishomeostaziei biochimice”, acestea interesand
domeniile duale: biochimie / patobiochimie (patologie biochimicd); fiziologie /
fiziopatologie; respectiv morfologie / morfopatologie.

Teza de doctorat cu titlul: ,Efecte in vivo induse de cis-platina
asupra homeostaziei biochimice a unor metaboliti proteici si a unor
biometale la animale de laborator” este structurata in doua parti distincte:
prima - cu specific monografic redand aspecte generale asupra subiectului,
secunda - cu informatii privind rezultatele experimentale.

in prima parte, initial s-au expus date generale referitoare la

principalele clase de chimioterapice citostatice: compusi alchilanti,
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10 Introducere

antimetaboliti, antibiotice cu actiune citostatica, alcaloizi, etc. si o
particularizare referitoare la compusii platinici. Din pleiada de substante
folosite in chimioterapia citostatica, cis-platina, (cis-diaminodicloroplatina)
notatd uzual cis-DDP sau cDDP a fost utilizatd ca medicament chimioterapic
citostatic. Cu referire la acest compus se cunoaste faptul ca interactia cu
acidul deoxiribonucleic poate conduce la formarea de aducti de tipul cis-
platina — DNA.

in continuare sunt prezentate succint principalele metode folosite
pentru investigarea DNA tisular si a serumproteinelor, precum si metode
specifice pentru determinarea electrolitilor metalici sanguini. Cu referire la
investigatiile analitice asupra metalelor din tesuturi, efectuate pentru
aceasta lucrare s-a prezentat spectroscopia de absorbtie atomica - principiile
de bazd ale metodei fiind expuse succint. in finalul primei pérti s-au
prezentat aspecte generale privind evaluarea statistica a datelor .

A doua parte a prezentei teze de doctorat include patru capitole in
care se redau datele analitice dupa evaluarea statistica, facandu-se referiri
la aspectele modificarilor homeostaziei biochimice a unor metaboliti proteici
si a unor biometale. Deci, in ansamblu, se discuta actiunea cis-platinei
asupra metabolismului proteic si a metabolismului hidro-electrolitic
(circumscris) la metale din sange si tesuturi.

Astfel, initial se prezinta specificul metodologiei experimentale
folosite pentru cercetarile efectuate pe animale de laborator (sobolani linia
Wistar). De asemenea se fac referiri la timpii operatori (contentie animale,
prelevare probe, etc.) precum si la unele detalii ale protocolului
experimental (cale de administrare, relatia doza-efect, conservare probe,
preliminarii etapa analitica, etc).

Se reitereaza faptul ca in cadrul cercetarilor experimentale s-au
efectuat doud serii de experimente, deci s-au utilizat doua ,modele
experimentale” animale. Astfel: primul dintre acestea a urmarit aspectele
legate de biosinteza DNA hepatic si de biosinteza proteinelor serice;
secundul a urmarit efectele asupra metabolitilor azotati neproteici si a
metalelor din sédnge si din tesuturi (metalograme sanguine si tisulare).

Datele referitoare la modificarile homeostaziei biochimice evaluate

prin determinarea concentratiei DNA hepatic si a serumproteinelor (primul
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Introducere 11

model experimental) ofera informatii asupra efectelor in vivo la originea
carora se afla modificarile structurale ale macromoleculei de DNA aparute
odata cu formarea aductilor cis-platina - DNA si cis-platina — DNA -
proteine. Acestea influenteaza sinteza proteinelor, afectdnd succesiunea
proceselor de replicatie - cand este afectata direct molecula de DNA; de
transcriptie - vizand in general precursorii de tip nucleozid monofosfatic ai
acizilor nucleici; dar si de translatie - cand sunt legate si diverse fragmente
din macromoleculele polipeptidice (e.g. aducti DNA - Pt — proteine). Separat
au fost prezentate si discutate datele referitoare la modificarile homeostaziei
biochimice aparute in cazul proteinelor serice si a fractiunilor electroforetice
albuminice si globulinice in urma administrarii de cis-platina (Cap.4).

Interactia cis-platinei cu DNA cu repercutare asupra sintezei
proteinelor este considerata ca un efect de ,stres genotoxic”. Perturbarea
succesiunii proceselor de replicatie, transcriptie si translatie in care DNA
este purtatorul de ,informatie biologica” la nivelul genelor (deci informatia
genica) are implicatii la nivel celular. Modificarile in transmiterea coerenta a
informatiei genice (continuta de gene) influenteaza fazele ciclului celular,
citocinetica si conduce la tanatocitoza (moartea celulara).

Modificarile homeostaziei biochimice investigate experimental, pot
explicita mecanismele moleculare create de injuria biochimica atat in
patogeneza neoplazica (patobiochimie, patofiziologie) cat si in chimioterapia
citostatica.

in continuare (urmérind secundul model experimental), se prezintd
date analitice referitoare la statusul metabolitilor azotati neproteici uree,
creatinina si acid uric precum si al unor electroliti metalici (sodiul, potasiul,
calciul, magneziul) din serul sanguin (Cap. 5).

in final se prezintd rezultatele cercetdrilor privind metalogramele
tisulare obtinute din tesuturi si organe - sub forma de excizate- urmata de
determinari analitice asupra unor elemente metalice alcalino-teroase (Ca,
Mg) si microelemente metalice (Zn, Cu, Fe). in acest sens a fost urmaritd
modificarea homeostaziei biochimice tisulare prin variatia concentratiei unor
bioelemente, dupa administrarea de cis-platind, precum si modul in care
aceasta afecteaza respectivele organe (Cap 6). Determinarea

metalogramelor tisulare a fost realizatd din probe de tesuturi si organe
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12 Introducere

prelevate de la animalele de laborator, si anume: ficat, rinichi, creier, cord,
splina si muschi.

Problemele referitoare la metoda de Ilucru aleasd, evaluarea
statistica a rezultatelor, particularitatile dishomeostaziei pentru fiecare din
metalele luate in studiu, caracterul predictiv al rezultatelor experimentale,
etc., sunt prezentate detaliat.

Se impune mentionarea faptului ca in cadrul tezei sunt abordate
aspecte particulare referitoare la biochimie - metabolismul proteic,
metabolismul hidro-electrolitic (in speta metalele) dar si la xenobiochimie.

in acest sens se reitereaza faptul cd xenobiochimia este un domeniu
subsecvent al biochimiei in care se studiaza biotransformarea xenobioticelor
de interes alimentar (e.g.: aditivi), de interes farmaceutic (e.g.:
chimioterapice citostatice), de interes toxic (e.g.: biocide: insecticide,
rodenticide, etc.).

in cazul de fat3 cis-platina, ca si xenobiotic de interes farmaceutic,
evidentiaza mecanisme de biodegradare specifice (i.e. acvatarea, formarea
de aducti, etc.). in final acesti compusi interfera cu metabolismul (mai exact
cu produsii metabolici) oferind o explicitare a mecanismelor moleculare ale
dishomeostaziei.

Datele analitice obtinute prin investigatii experimentale pe animale
de laborator au caracter predictiv si se preteaza cercetarii conduitei
nutritionale si terapeutice in chimioterapia citostatica.
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1. CHIMIOTERAPICE CITOSTATICE:
CARACTERISTICI ALE COMPUSILOR
PLATINICI

1.1. CONSIDERATII GENERALE

Investigarea medicamentelor chimioterapice cu efecte citostatice necesita o
abordare complexd inter- si multidisciplinard. In oncologie se utilizeazd curent:
interventiile chirurgicale, chimioterapia, radioterapia si imunoterapia [1-4]. in
practica se apeleaza curent, simultan, la mai multe metode. Astfel chimioterapia
poate fi insotita de radioterapie, imunoterapie si, uneori este precedatd de
interventia chirurgicala [5-8]. Asocierea metodelor terapeutice amintite este
practicata in terapia primara (la debutul bolii), sau in terapia unei tumori recurente.
Terapia combinatd este cea mai eficienta in incercarea de a atinge cele trei
deziderate ale oncoterapiei: indepartarea tumorii, prevenirea recurentei,
minimizarea efectelor toxice [9-13].

Chimioterapia tumorala intampina dificultati in elaborarea unor scheme
optime de tratament. Chimioterapia citostatica a necesitat gasirea unor agenti cu
toxicitate selectivd. In acest scop s-a urmérit aprofundarea cunostintelor privind
structura chimicd a medicamentelor citostatice si evaluarea relatiei structura -
activitate [14, 15]. Astfel se pot cunoaste mai bine mecanismele de actiune ale
chimioterapicelor citostatice si posibilitatile de utilizare a acestora in diverse
combinatii in cazul polichimioterapiei. In acest scop s-a apelat la farmacologie,
patobiochimie, fiziopatologie, morfopatologie, etc. [16-19]. S-a demonstrat ca
celulele canceroase difera de cele normale prin comportament, deoarece manifesta

trei caracteristici care nu se regasesc la celulele normale:
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a) proliferare necontrolata — unele celule normale, cum ar fi neuronii au o
capacitate foarte mica sau nu au capacitatea de a se divide si a prolifera [20-22].
Altele, cum ar fi de pilda celulele medulare sau ale tractului gastrointestinal au
capacitate mare de diviziune. In cazul celulelor canceroase, unele se multiplicd lent,
altele se multiplica rapid (e.g.: celulele limfomului Burkitt). Prin urmare, nu poate fi
generalizat faptul ca celulele canceroase prolifereazd mai rapid decat cele normale.
Diferenta rezida in faptul ca proliferarea acestora nu este controlata de
mecanismele specifice biologiei celulare si moleculare.

b) invazia - celulele normale pe parcursul diferentierii, al cresterii si
dezvoltarii tesuturilor si organelor releva anumite legaturi spatiale care se mentin
chiar si atunci cand intervin in procese reparatorii. In cazul cancerelor neoplazice se
produce o trecere a acestora spre alte tesuturi. Spre exemplu, in cazul cancerelor
rectale are loc invazia altor tesuturi din regiunea pelviana.

c) metastazarea - rezida in aparitia de tumori secundare formate de celule
care provin din tumora primara (initiald). Astfel de celule sunt vehiculate prin vasele
de sange sau prin vasele limfatice, spre diverse tesuturi.

In oncologie se foloseste predilect termenul de ,neoplasm” si nu cel de
»cancer”. Neoplasmele care au doar dezvoltare locala sunt numite benigne, iar
acelea care au caracter invaziv (capabile de metastazare) sunt numite maligne. in
acceptia Societatii Medicale Americane, termenul de ,cancer” este de regula folosit
pentru stadiile mai avansate ale bolii [23]. Termenul de ,tumora” care inseamna in
realitate crestere, protuberantad, este folosit adesea ca si sinonim pentru cancer
[24].

In continuare se vor prezenta date generale privind structura chimica a
principalelor medicamente utilizate in chimioterapia citostatica. De asemenea se vor
prezenta particularitati ale relatiei structurd - activitate, in cadrul unor descrieri
succinte a mecanismelor de reactie, unele din acestea interesdnd macromoleculele

de acid deoxiribonucleic, (DNA), altele, macromoleculele polipeptidice.

1.2. MEDICAMENTE CHIMIOTERAPICE DE UZ CITOSTATIC
- CARACTERISTICI STRUCTURALE

a

Conceptul de ,medicamente citostatice” sau ,chimioterapice citostatice”, in

sens larg, se referd la orice medicament capabil de a limita proliferarea sau de a
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sucide” celulele cancerigene. In realitate, acest concept se aplicd acelor
medicamente chimioterapice care interfera in diviziunea celulelor cancerigene
[25-28].

Pentru a avea o imagine a interactiilor care se produc intre chimioterapicele
citostatice (ca si xenobiotice de interes farmaceutic) in cursul biotransformarii si
bioconstituentii din celule in cursul proceselor metabolice in fig. 1-1 se prezinta

schematic [2], ,sediile” la nivel molecular.

Precurson
de novo ai
nuclectidelor S Agent alchilanti
Antifolat
at — .
o . + Sternizi
At purine l Ribozomi
— Mucleotide
Srtipirimidine
: 'Y
Inhibitori A1 DNA
i e
palimerazei
ARN ARM . .
_ o DM A rmesager de [w— Hidrazine
Agenti alchilanf—— transfer
Mitrosouree T :_.
I Alcaloizi din
Winca

&genti intercalanti  Actiomicind

Fig. 1-1. Sediul actiunii diferitelor medicamente citostatice [2]

Mecanismul de actiune al citostaticelor este foarte complex si difera de la o
clasa de compusi la alta [29-30]. Ceea ce este comun este mecanismul de actiune la
nivel celular, citostaticele intervenind in procesele de metabolizare si de
biotransformare determindnd moartea celulelor prin blocarea diviziunii acestora,
deci intervin in cinetica ciclului celular (citocinetica). Procesul decurge prin inhibarea
biosintezei proteinelor si a acizilor nucleici sau prin modificarea structurii chimice a

acestora, impiedicand desfasurarea normala a ciclului celular.

BUPT



16  Chimioterapice citostatice: caracteristici ale compusilor platinici - 1

Acest mod de prezentare apeleaza la particularitatile topobiochimice ale
celulei dar si la aspectele cu totul particulare ale ,sediilor” diverselor interactii de
tipul farmacon-receptor pentru interactii care dau o orientare asupra
farmacocineticii citostaticelor [31-35].

Chimioterapicele citostatice sunt reprezentate de clase de compusi chimici
care impiedica proliferarea celulelor tumorale [3, 36, 37].

In urma administrarii de substante chimice in tesutul tumoral are loc pe de
o parte o distrugere si o reducere a prezentei celulelor neoplazice, iar pe de alta

parte o reactie de multiplicare si crestere numerica a celulelor viabile.

1.2.1. PRINCIPALELE CLASE DE COMPUSI CHIMIOTERAPICI

Termenul de chimioterapie a fost introdus de Ehrlich in 1909, pentru a
descrie tratamentul bolilor infectioase cu substante chimice cu actiune asupra
germenilor care invadeaza organismul.

Chimioterapia, spre deosebire de interventia chirurgicala si radioterapie,
este reprezentata printr-un tratament sistemic. Aceasta este caracterizatda prin
faptul ca medicamentele chimioterapice patrund 1in circulatia sistemica si se
distribuie in organism. Astfel, in cazul cancerului, chimioterapicele pot ataca celulele
canceroase raspandite in organism.

In aceastd abordare conceptul de “chimioterapie a cancerului” se referd la
tratamentul sistemic al cancerului care nu se adreseaza unor agenti patogeni
externi, ci unor celule proprii organismului care au devenit maligne. Celulele
malignizate au urmatoarele caracteristici: prolifereaza spontan si ireversibil, se
multiplica logaritmic cu invazie locala, precum si loco-regionald, in final aparand
“metastaze”. Toate aceste procese sunt de lunga durata astfel ca la pronuntarea
diagnosticului pot exista linii celulare rezistente la tratament si chiar
micrometastaze.

Prin utilizarea chimioterapicelor se urmareste distrugerea selectiva a
celulelor cu lezarea minima a tesutului sanatos, tinta fiind celulele tumorale.
Medicamentele actioneaza prin interferare cu metabolismul celular si prin citoliza
[38].
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Atunci cénd se foloseste ca terapie unica, chimioterapia citostatica este mai
putin eficienta. Daca este aplicata si o terapie adjuvanta, rata de supravietuire este
mult marita (e.g.: imunoterapia).

Pentru a reduce la minimum efectele toxice, medicamentele chimioterapice
se folosesc frecvent in asociere (doua sau mai multe) instituindu-se asa-numita
polichimioterapie.

Chimioterapia actioneaza asemeni radioterapiei cu cele mai bune efecte
asupra formelor de cancer care se caracterizeaza printr-o proportie mare de celule
aflate in diviziune celulara, cum este cazul leucemiilor si al limfoamelor [37, 39, 40].
Chimioterapia este mai putin eficientd in formele de cancer caracterizate printr-un
numar redus de celule aflate in diviziune, cum este cazul tumorilor solide ale
organelor.

Din aceste motive, chimioterapia este mai frecvent folosita in asociere cu
radioterapia si metodele chirurgicale. Atunci cédnd este folosita in asociere cu
radioterapia, poate sa distruga celulele canceroase sensibile la radioterapie, sau sa
distruga independent celulele canceroase [41].

Chimioterapia poate fi folosita fie inainte, fie dupa interventia chirurgicala,
insa cel mai frecvent este folositd dupa excizarea tumorii cu scopul de a distruge
celulele canceroase care pot ramane in apropierea tumorii, sau care s-au raspandit
in alte zone ale corpului sub forma unor micrometastaze [42].

Medicamentele anticanceroase sunt extrem de numeroase, facand parte din
diferite clase de substante chimice. Clasificarea acestora este conventionala si se
bazeaza pe proprietatile chimice si farmacologice ale diferitelor medicamente
citostatice [43].

In functie de structura, provenienta si mecanismul de actiune al principalelor
chimioterapice citostatice, s-au adoptat diverse clasificari ale acestora utilizate n
farmacologie si oncologie. In principal se disting: compusi alchilanti, antimetaboliti,
antibiotice citostatice, alcaloizi, citostatice cu diverse structuri, etc. [44-46].
O succinta prezentare este redata in continuare.

1) Compusii alchilanti
a) derivati azotiperitici, e.g.: ciclofosfamida, ifosfamida, melfalan,
clorambucil, clormetina;
b) derivati aziridinici, e.g.: trietilamina, tiotepa, mitomicina C, triaziconul,

hexametilamina;
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c)
d)

e)
f)

esteri ai acidului metansulfonic, e.g.: busulfan;

derivati de nitrosouree si hidroxiuree, e.g.: carmustin, lomustin,
streptozocina, hidroxiureea;

derivati de metilhidrazina si triazena, e.g.: procarbazina, dacarbazina;
complecsii metalici ai platinei, e.g.: cis-platina, carboplatina,

ormaplatina, oxaliplatina, satraplatina, picoplatina.

2) Antimetaboliti

a)
b)

)

analogi ai acidului folic, e.g.: metotrexat;
analogi ai nucleobazelor purinice, e.g.: 6-mercaptopurina,
6-tioguanina, fludarabina;

analogi ai nucleobazelor pirimidinice, e.g.: 5-fluorouracilul, citarabina;

3) Antibiotice citostatice

a)
b)
c)
d)

e)

antracicline, e.g.: daunorubicina si doxorubicina, idarubicina;
acridine, e.g.: amsacrina

elipticine, e.g.: acetat de elipitinium

antrachinone, e.g.: mitoxantrona

actinomicine, e.g.: actinomicina D

4) Alcaloizi din plante si alte produse naturale

a)
b)
)
d)

colchicina
alcaloizi din Vinca si analogi, e.g.: - vinblastina, vincristina
derivati de podofilotoxina, e.g.: — podofilotoxina, etoposid, teniposid

taxani, e.g.: docetaxel, paclitaxel

5) Alte citostatice, e.g.: asparaginaza, hidroxicarbamida, miltefosin, topotecan,

tretinoin

De asemenea existda o clasificare a chimioterapicelor citostatice dupa

actiunea la nivel molecular. Astfel, in functie de natura interactiilor biochimice

responsabile de efectul citostatic se disting chimioterapice citostatice incluse in doud

categorii: o) substante care intervin in inhibarea biosintezei acizilor nucleici si B)

substante care produc direct inhibarea biosintezei macromoleculelor proteice.

1.2.2. COMPUSI ALCHILANTI

Agentii antitumorali alchilanti constituie cea mai veche clasa de

compusi folositi in chimioterapia combinata, pentru tratarea tumorilor solide

diseminate si pentru refacerea culturilor de celule stem [47].
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O parte din compusii alchilanti au fost introdusi in grupa medicamentelor
nespecifice, care actioneaza in cadrul ciclului celular, inlocuind un atom de hidrogen
dintr-o alta molecula cu un radical alchil (e.g.: radical alchil activat R-CH, — CHz*).

In actiunea farmacodinamicd a acestor compusi radicalul (R-) important prin
faptul ca influenteaza distributia si metabolizarea produsului in organism, dar si
bazicitatea atomului de azot, care la randul sdu influenteaza reactivitatea intregii
molecule.

Gruparile electrofile reactive din constitutia agentilor alchilanti pot fi:

- la azotiperite: R-N-(CH>-CH>-Cl);
- la aziridine: R-(N-CH3)2
- la esteri metansulfonici: R-0-0,S-CHs

Majoritatea studiilor sugereaza ca aparitia efectelor toxice se datoreaza
speciilor reactive formate in urma biotransformarilor caracteristice procesului de
alchilare care implica si acizii nucleici din celuld. Prin alchilare se produc rupturi ale
macromoleculei de DNA la nivel monocatenar sau dicatenar destabilizdnd dublul
helix. Interactia influenteaza procesele de replicatie, transcriptie si translatie.

Agentii alchilanti contin gruparea alchil care are proprietatea de a forma
legaturi covalente cu substantele cu caracter nucleofil din celula. Un agent alchilant
cu doua grupari functionale este capabil sa reactioneze cu doua grupari si pot
produce legaturi intra- si intercatenare, reactie care poate avea loc in etapele de
replicatie si transcriptie a moleculei de DNA [48].

Azotul N; de la guanina este puternic nucleofil si constituie principala a
alchilarii la DNA. De asemenea pot fi implicati atomii N1 sau N3 de la adening, sau N3
de la citozina. Un alt efect al alchilarii la N7 la guanina este eliminarea nucleobazei
guanina ca o consecinta a inciziei moleculare a lantului polinucleotidic, sau legarea
guaninei alchilate de timina, in loc de citozina, si eventual substitutia nucleobazelor
guanina-citozind (G-C) cu nucleobazele adenina-timind (A-T). Ultimele doua efecte
pot fi determinate de agenti alchilanti monofunctionali care sunt cu precadere
mutageni si cancerigeni, dar nu citotoxici.

Agentii alchilanti sunt capabili sa actioneze asupra acizilor nucleici si/sau
proteinelor din celuld in oricare faza a ciclului celular.

Ciclul celular numit si ,ciclul mitotic”, reprezintd o succesiune de faze prin
care se asigura desfasurarea normald a proceselor morfo-fiziologice la nivel celular.

La acest ciclu se descriu fazele: a) de pre-sinteza (G:); de sinteza (S); de post-
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sinteza (Gz); de mitoza (M) - toate acestea caracterizénd cinetica celulard, numita
cu un termen generic ,citocineticd” [49]. In fazele mentionate are loc sinteza de
DNA si de proteine si evident se desfasoara procesele metabolice generale, avand
loc proliferarea celulara. Existd si o faza de repaus (Go) in care nu are loc
proliferarea celularda. O descriere mai detaliatd a acestor faze se face in cazul
discutiei referitoare la cis-platina si mecanismul de actiune al acesteia (v. Cap 4).

Efecte majore Tnsa se produc pe durata replicatiei DNA (corespunzand
pasajului dintre fazele G; si S) cand nucleobazele care nu sunt angrenate fin
realizarea unor legdturi chimice sunt mai susceptibile la alchilare. in oricare dintre
fazele ciclului celular poate avea loc reactia de alchilare, efectul se manifesta in faza
S, urmand o blocare in faza G2, urmata de moartea celulara [50, 51].

Diferentele in activitatea agentilor alchilanti se datoreaza predilect
diferentelor de absorbtie dintre substante, ratei metabolismului si afinitatii tesutului.
Cu rare exceptii, rezistenta celulelor tumorale la un anumit agent alchilant indica

rezistenta si la alti agenti apartinand aceleasi clase de compusi.
1.2.2.1.Derivati azotiperitici

Derivatii azotiperitici provin din B-cloretilamina (iperita) si o parte sunt
agenti alchilanti utilizati in chimioterapia citostatica. Desi au fost sintetizati numerosi
compusi din aceasta clasa, in prezent in chimioterapia citostatica se folosesc doar
cinci: ciclofosfamida (I), ifosfamida (II), melfalan (III), clorambucil (IV) si
clormetina (V) - v. fig. 1-2.

Ciclofosfamida - cu denumirea chimica N,N-bis(2-cloroetil)-1,3,2-
oxazafosfinan-2-amin-2-oxid - are o toxicitatea scazuta datoratda interventiei
enzimei aldehid - dehidrogenaza care oxideaza aldofosfamida la carboxifosfamida,
un compus inactiv care se elimina prin urina. Datorita bazicitatii reduse a atomului
de azot al gruparii cloretilaminice, acest medicament este inactiv in vitro.
Ciclofosfamida are efect imunosupresiv si uneori potential carcinogenezic, fiind
implicatd in producerea cancerului de vezica urinara [52].

Ifosfamida - cu denumirea chimica 3-(2-cloroetil)-2-[(2-cloroetil)amino]
tetrahidro-2H-1,3,2-oxazafosforin-2-oxid- este un izomer structural al ciclofosfamidei,

folosit in tumori testiculare si sarcoame. Are “profil metabolic” similar cu
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ciclofosfamida, dar pozitia gruparii cloretil pe nucleul aromatic produce schimbari

semnificative Tn biotransformarea medicamentului.
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1-2 Formulele structurale ale principalilor derivati azotiperitici utilizati in chimioterapie
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Melfalanul - are denumirea chimica acid 2-amino-3-[4-[bis(2-cloroetil)
amino]fenil] -propanoic - este un agent alchilant folosit exlusiv in tratamente pentru
mielom multiplu, cancer ovarian, si cancer de san. Melfalanul poate traversa bariera
hematoencefalica, prin transport transmembranar activ. Tranzitul melfalanului in
celule din sistemul nervos central este favorizat de prezenta de aminoacizi in lichidul
extracelular.

Clorambucilul - are denumirea chimicd acid 4-[bis(2-cloretil)amino]
benzenbutanoic - este compusul preponderent utilizat dintr-un numar mare de
azotiperite aromatice, la care gruparea alchilanta este grefata pe nucleul benzenic
[53].

Clormetina - sau metil-bis (2-cloretil)-amina - este din punct de vedere al
reactivitatii substanta cea mai activa chimic si farmacologic. Actiunea citostatica se
evidentiaza in toate tesuturile, iar in contact cu umorile apoase ale organismului se

descompune rapid [54].

1.2.2.2. Derivati aziridinici

Din aceastd categorie de agenti alchilanti fac parte urmatorii compusi:
trietilamina (VI), tiotepa (VII), mitomicina C (VIII), triaziconul (IX) si
hexametilamina (X) - v. fig. 1-3.

Trietilamina, cu denumirea chimica N,N-dietiletilenamina - se foloseste cu
succes in unele forme de cancer, mai ales in boala Hodgkin. Datorita proprietatilor

antimicotice, tratamentul poate fi repetat la anumite intervale [55].
Tiotepa, cu denumirea chimica N,N'N'-trietilen-etiofosfamida - este un agent

antialchilant polifunctional care conduce la leziuni biochimice, si poate denatura
acidul deoxiribonucleic.

Mitomicina C, cu denumirea chimica esterul 6-amino-1,1a,2,8,8a,8b-
hexahidro-8-(hidroximetil)-8a-metoxi-5-metil-azirino[2',3':3,4]pirolo[1,2-a]indol-
4,7-dion- carbamatul - este un antibiotic izolat din Streptomices caespitosus fiind
considerat un produs natural. Se utilizeaza in tratamentul cancerului mamar si
gastro-intestinal [56, 57].

Triaziconul, cu denumirea chimica 2,3,5-tris-(etilenimino)-p- benzochinona

- este compusul cel mai activ din aceasta serie. Are efect citostatic puternic la doze
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foarte mici, actioneaza rapid avand un spectru larg de actiune asupra tumorilor
maligne.

Hexametilamina sau altretamina, cu denumirea chimica 2,4,6-hexametil-
triamino-1,3,5-triazina - actioneaza ca un citostatic alchilant. Sub actiunea

microzomilor hepatici se formeaza metaboliti activi, care interactioneaza cu acidul

nucleic [58].
:N: |
/j\N S=—pP—
—N = : s |
|
L A
Trietilamina Tiotepa
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0 0
HoN H CHz——O——C/<
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0 h H3C CH3
| \1 A
H3C \ /J\ / CH3
QN/ /« —N“ “N—N
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Fig.1-3 Formulele structurale ale principalilor derivati aziridinici
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Utilizarea lor este limitatd de efecte digestive, (greturi, voma) si de
toxicitatea neurologicd (polinevrita). In cazul acestor compusi nu a fost semnalat$

rezistentd incrucisata intre aceste medicamente si alti agenti alchilanti.
1.2.2.3. Esteri ai acidului metansulfonic
Din aceasta clasa de compusi alchilanti se exemplifica busulfanul (XI), cu

denumirea chimica 1,4-bis (metil-sulfinil-oxo-butan). Busulfanul (fig. 1-4), este unul

dintre primele medicamente introduse in chimioterapia citostatica.

0 0
ch—LoL—o 0-—&—CH3
\CHQ — CHp —CHz—H2C
Busulfan
(XI)

Fig. 1-4 Formula structurala a busulfanului

Mecanismul de actiune se bazeaza pe o reactie de substitutie nucleofild,
derivatii difunctionali fiind mult mai eficienti. in seria esterilor poliolilor cu acidul
metansulfonic existda cazuri de stereospecificitate. Busulfanul este folosit cu

precadere in tratamentul leucemiilor mieloide.

1.2.2.4. Derivati de N-nitrozouree si N-hidroxiuree

Din aceasta clasa, trei derivati ai N — nitrozouree sunt folositi in clinica:
carmustin  (XII), lomustin (XIII), si streptozocin (XIV). De asemenea se
mentioneaza si un derivat de tip N-hidroxi, denumit hidroxiureea (XV). Caracteristici
strucurale ale compusilor mentionati sunt prezentate in fig. 1-5.

Carmustin, cu denumirea chimica 1,3-bis-(2-cloroetil)-1-nitrozo-urea - este
derivatul de nitrosouree cel mai studiat, fiind unul dintre putinele medicamente care
difuzeaza in lichidul cefalo-rahidian (fluidul cerebro-spinal). Este folosit cu succes in
tratamentul tumorilor cerebrale. Se administreaza intravenos, are un timp de

injumatatire de 90 de minute, eliminare rapida pe cale ranala in 24 de ore.
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Fig. 1-5 Derivati ai N-nitrozoureei si N-hidroxiureei

Lomustin, sau 1-(2-cloroetil)-3-ciclohexil-1-nitrozo-urea - are efecte
citostatice si toxice similare carmustinului. Se administreaza oral, se absoarbe
complet prin tubul digestiv, si este metabolizat integral. Timpul de injumatatire este

de 24-48 de ore, iar eliminarea este cu precddere urinard. In forma administrata
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medicamentul nu strabate bariera hemato-encefalica, dar derivatii reziduali activi se
regasesc in lichidul cefalo-rahidian imediat dupa absorbtie.

Streptozocin, sau 1-metil-1-nitroso-3-[2,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)
oxan-3-il]-urea - este un medicament folosit in tratamentul carcinomului de
pancreas.

Hidroxiureea, sau hidroxicarbamida - este folositd ca agent antileucemic,
fiind indicatd in tratamentul leucemiei mieloide precum si in tratarea tumorilor
solide.

Acesti compusi au proprietati citostatice remarcabile si datorita capacitatii
lor de a penetra bariera hemato-encefalica fiind folositi cu succes in tratarea
tumorilor cerebrale. Desi prezenta gruparii de cloretilamina la Ny, in cazul derivatilor
N-nitrozoureei potenteaza efectul alchilant, acesta este mult mai redus comparativ
cu cel al derivatilor de azotiperita, deoarece bazicitatea atomului de azot este mai
redusa.

Compusii din aceste clase se transforma in metaboliti activi care actioneaza

prin mecanisme multiple asupra acizilor nucleici si asupra proteinelor.

1.2.2.5. Derivati de metilhidrazina si triazena

Acesti compusi se descompun spontan sau pot fi metabolizati la un produs
intermediar - alchil diazoniu, care este capabil de interactiune cu gruparile biologic
active din celulele tumorale. Principalii derivati sunt procarbazina (XVI) si
dacarbazina (XVII) redati in fig. 1-6.

Procarbazina, cu denumirea chimica N-(1-metiletil)-4-[(N'-metilhidrazino)
metilbenzidamida - este un agent alchilant care actioneaza asupra bazelor purinice
din acizii nucleici, prin formarea carbocationului CHs*. Absorbtia este digestiva (in
proportie de peste 70%), ceea ce presupune administrare pe cale orald, in produsul
Natulan.

Toxicitatea procarbazinei este exclusiv digestiva, acumularea la nivel nervos
este extrem de rara, de aceea este indicat a se folosi singur sau asociat in

polichimioterapie [59].
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Fig. 1-6 Formulele structurale ale procarbazinei si dacarbazinei

Dacarbazina, are denumirea chimica de 5-(3,3-dimetil-1-triazeno)-
imidazol-4-carboxamida. Este un agent alchilant activat prin biotransformare la
nivelul microzomilor hepatici, unde are loc o demetilare cu formarea carbocationului
CHs* farmacologic activ [60].

Dacarbazina se administreaza perfuzabil, si se indica in melanom malign,

limfoame Hodgkin, singura sau asociata cu alte citostatice.

1.2.2.6. Complecsii metalici cu platina

Dintre complecsii platinei s-au impus in chimioterapia citostatica doar
anumiti derivati care contin platina divalenta Pt (II) si tetravalenta Pt (IV). Datele
obtinute Tn urma studiilor efectuate in vitro si in vivo atestd -eficacitatea
chimioterapicelor antitumorale a unor complecsi metalici [1, 61, 62].

In urma investigatiilor asupra structurii diversilor compusi platinici, a relatiei
structurd chimica - activitate biologica si a efectelor farmacologice au retinut atentia
substantele: cis-platina (XVIII), carboplatina (XIX), ormaplatina (XX), oxaliplatina
(XXI), satraplatina (XXII), picoplatina (XXIII)- prezentate in fig. 1-7.
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Fig. 1-7 Compusi platinici de interes terapeutic

Cis-platina este un agent chimioterapic cu spectru larg de activitate, fiind
folosit in tratamentul tumorilor solide, si anume cancer pulmonar, cancer de cap si
gat, dar si in diferite forme de leucemie. Activitatea antitumorald este determinata
de interactia dintre cis-platind si macromolecula de DNA.

Carboplatina, cu denumirea chimica acid ciclobutan-1,1-dicarboxil platina -
a fost folosita limitat in unele forme ale bolilor neoplazice. Spre exemplu s-a folosit
in cum ar fi cancerul ovarian, datorita usurintei cu care se administreaza si datorita
toxicitatii reduse [63, 64, 65, 66].

Ormaplatina, sau tetraplatina, cu denumirea chimica (tetracloro (1,2,-
ciclohexandiamin - N,N') -(OC - 6-22-transplatina) — este un compus care contine
Pt tetravalenta. Este mai putin citotoxica decat cis-platina, actionand prin realizarea

unor legaturi intracatenare cu macromolecula de DNA.
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Oxaliplatina, cu denumirea chimica (R,R)-1,2-diaminociclohexan(etandioat-
0,0")platina - este un alt analog al cis-platinei care are nevoie de o durata mai mare
de timp pentru a se lega la situsurile nucleofile ale DNA. Are eficienta mai mare
decét aceasta in tratamentul cancerului de colon [67].

Satraplatina, cu denumirea chimica-[bis-acetato-cis-diclor(ciclohexilamino)
platina IV-este un compus de ultima generatie, eficient in tratamentul antineoplazic.

Picoplatina, cu denumirea chimica - [trans-amino-dicloro-(ciclohexilamino)-

dihidroxiplatina IV] este un compus nou introdus in terapie.

1.2.3. COMPUSI DIN CLASA ANTIMETABOLITILOR

Medicamentele din aceasta clasa au structura foarte apropiata metabolitilor
intalniti in organism. Substituirea unui metabolit cu un antimetabolit (xenobiotic
farmacologic-activ) are loc prin prin inhibitia unor enzime naturale sau prin
incorporarea eronata a unui rest molecular strdin. Antimetabolitul se poate combina
si cu centrele active ale enzimelor in pozitia ocupata initial de metabolit.

Aceasta categorie de compusi actioneaza in special asupra celulelor din faza
S si faza Gy a ciclului celular. Sunt afectate si celulele normale aflate in aceste faze
aparand mielosupresia si leziuni inflamatorii ale mucoaselor.

Pentru un antimetabolit activ, modificarile produse in molecula de metabolit,
sunt conditionate de pozitia, natura si dimensiunea resturilor moleculare
intersanjabile.

In continuare se prezintd succint cateva caracteristici pentru:
a) antimetaboliti ai acidului folic; b) analogi ai unor nucleobaze purinice si

pirimidinice.

1.2.3.1. Antimetaboliti ai acidului folic

Acidul folic cu denumirea chimica acidul N - [4(2 - amino - 4 hidroxipteridin
- 6- metilamino) benzoil] — L (+) glutamic - este introdus in organism odata cu
alimentele fiind de fapt o vitamina din complexul B.

Experimental s-a realizat modificari la nivelul structurii acidului folic
obtinandu-se metotrexatul (fig. 1-8). Metotrexatul are denumirea chimica:

acid L-N[4-[[(2,4-diamino-6-pteridinil)Jmetilamino]benzoil]- glutamic.
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Metotrex at
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Fig. 1-8 Formula structurald a metotrexatului

Initial prin Tnlocuirea gruparii hidroxilice ~-OH cu o grupare aminicd —NH; s-a
obtinut aminopterina, care a fost primul compus folosit in trialurile clinice [68]. Prin
cercetari ulterioare s-a constatat cd metilarea la atomul de azot Nig conduce la
obtinerea unui antimetabolit cu proprietati imbunatatite, cu denumirea de
metotrexat (XXIV).

In terapie metotrexatul poate produce si efecte imunosupresive, fiind utilizat
si in tratamentul unor boli autoimune (e.g.: psoriazis).

Cu toate ca au fost cercetati un numar mare de compusi antagonisti ai

acidului folic, foarte putini au depasit rezultatele clinice obtinute cu metotrexat.
1.2.3.2. Analogi ai nucleobazelor din acizii nucleici
1.2.3.2.1. Analogi ai nucleobazelor purinice

Dintre nucleobazele purinice principalii reprezentanti sunt adenina si
guanina. Pe scheletul purinic, usor modificat prin grefarea de grupari tiolice, se pot
obtine antimetaboliti. Acesti derivati pot modifica metabolismul normal al acizilor
nucleici si se pot folosi cu succes in oncoterapie.

Initial acesti compusi analogi ai nucleobazelor purinice au fost sintetizati prin
inlocuirea izosterica a unor grupari de atomi in nucleul purinic, adica gruparea -SH

in locul grupdrii —~NH; de la adenind, respectiv in locul grupérii -OH de la guanina. In
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organism analogii purinici se transforma in pseudo - nucleotide care concureaza cu
nucleotidele normale. Astfel se blocheaza o serie de enzime implicate in biosinteza
purinelor, si la final in biosinteza acizilor nucleici.

Primul compus sintetizat a fost 6-mercaptopurina (XXV), apoi s-a sintetizat
6-tioguanina (XXVI) derivat de guanina obtinut prin grefarea unei grupari —-SH. Din
aceasta clasa de compusi se mai mentioneaza si fludarabina (XXVII) care este
folosita cu succes in leucemii cronice, limfomul Hodgkin si limfoame cutanate.

Compusii mentionati se redau in fig. 1-9.

1.2.3.2.2. Analogi ai nucleobazelor pirimidinice

Nucleobazele pirimidinice, curent prezente in structura acizilor nucleici sunt:
citozina, timina si uracilul.

Din categoria analogilor nucleobazelor pirimidinice fac parte 5-fluorouracilul
(XXVIII) si citarabina (XXIX) - redate in fig.1-9.

Compusul 5-fluorouracil, cu denumirea chimica 5-fluoro-2,4-(1H,3H)-
pirimidin diona - este un derivat al uracilului care se poate integra in nucleotida, iar
in final in molecula de RNA blocand transcriptia. Acest chimioterapic se absoarbe
bine si se distribuie selectiv cu precadere in tesutul tumoral unde concentratia la
patru ore de la administrare este de sase ori mai mare decat in tesuturile normale
[69].

Citarabina cu denumirea chimica 4-amino-1-(-D-arabino-furanosil)- 1H-
pirimidin-2-diond, - este un antimetabolit al citidinei, care se preteaza integrarii in
nucleotidele din structura DNA. Metabolitul activ se formeaza in organism prin
fosforilari succesive sub actiunea enzimelor [70].

Analogii nucleobazelor intervin in sinteza acizilor nucleici si blocheaza
principalele cai metabolice influentand statusul morfo-fiziologic al celulei aflate in

diviziune.

BUPT



32 Chimioterapice citostatice: caracteristici ale compusilor platinici - 1

SH SH
VU s
L e

H H2N
6 - mercaptopurina 6 - tioganina
(XXV) (XX V)

Fludarabina
{(XXVII)
NH2
N ol
0 |
L
7 0
HN
| HO —H2C
0//\f|“
H HO
5 - fluorouracil Citarabina
(RRVIID) {(X®IR%)

Fig. 1-9 Analogi ai nucleobazelor purinice si pirimidinice cu actiune citostatica

Avand structuri foarte apropiate de ale metabolitilor nucleobazelor din
celule, acesti compusi (de fapt xenobiotice de interes farmaceutic) concureaza cu
precursorii nucleobazici ai biosintezei acizilor nucleici perturband biosinteza acestora

si producand efecte citostatice.

1.2.4. ANTIBIOTICE CU ACTIUNE CITOSTATICA

Sub aceasta denumire sunt grupate chimioterapice citostatice care pot

realiza la nivelul macromoleculei de DNA legaturi chimice intracatenare intre doua
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nucleobaze. De asemenea este posibild legarea directd cu moleculele de protein-
enzime care intervin in replicatia DNA, e.g.: topoizomeraza II. Aceasta categorie de
agenti antitumorali este reprezentatd de cinci familii de compusi: a) antraciclinele,
b) acridinele, c) elipticinele, d) antrachinonele, e) actinomicinele - in fig. 1-10 se
redau formulele structurale ale compusilor mai frecvent utilizati.

a) Antraciclinele

Sunt chimioterapice citostatice obtinute din ciuperca Streptomices peucetius
var. caesius, considerate ca antibiotice. Daunorubicina (XXX) si doxorubicina
(XXXI) au fost primii compusi descoperiti in 1960 [71]. Ulterior au fost studiate si
alti substante apartinand acestei clase, dintre care se mentioneaza idarubicina
(XXXII).

Antraciclinele au in structurd un nucleu tetraciclinic legat de daunosamina
printr-o legatura glicozidica. Daunorubicina si doxorubicina difera printr-o singura
grupare -OH aflata la atomul de carbon din pozitia Ci4. Idarubicina este un derivat
semisintetic de daunomicind, fara gruparea metil din pozitia Cs. Un epimer al
doxorubicinei, epirubicina are o lipofilicitate sporita datorata pozitiei gruparii —-OH [4,
72].

Acesti compusi sunt capabili sa participe la reactii redox care sunt
responsabile de efectele citostatice.

b) Acridinele

Amsacrina  (XXXIII) cu denumirea chimicd N-(acridin-9-xilamino)-
3metoxifenil] metansulfonamida - este singurul derivat din clasa acridinelor
utilizabil ca si chimioterapic citostatic. Se administreaza exclusiv intravenos, iar
eliminarea este hepatica. Nu difuzeaza in lichidul cefalo-rahidian.

c) Elipticinele

Acetatul de eliptinium (XXXIV) cu denumirea chimica hidroxid de 9-hidroxi-2-
metil elipticina (Celiptium) - este compusul reprezentativ al acestei familii de
compusi. Intervine ca inhibitor de topoizomeraza II.

d) Antrachinonele

Compusul reprezentativ este mitoxantrona (XXXV) cu denumirea
chimical,4-dihidroxi-5,8-bis[2-(2-hidroxietilamino)etilamino]-anthracen-9,10-diona.
Aceasta se poate administra intravenos in functie de schema de tratament, fiind

folosita in tratarea tumorilor solide [10].
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Fig. 1-10 Principalele chimioterapice citostatice cu specific de antibiotice
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e) Actinomicinele

Actinomicina D (XXXVI) sau dactinomicina, are denumirea chimica 2-amino-4,6-
dimetil-3-oxo-N,N'-bis [7,11,14-trimetill-2,5,9,12,15-pentaoxo-3,10-di(propan-2-il)8-oxa-
1,4,11,14-tetrazabiciclo [14.3.0] nonadecan-6-il] fenoxazin-1,9dicarboxamid-2-amino-
4,6-dimetil-3-oxo-N,N'-bis [7,11,14-trimetil-2,5,9,12,15-pentaoxo-3,10-di(propan-2-il)-8-
oxa-1,4,11,14-tetrazabiciclo [14.3.0] nonadecan-6-il]fenoxazin-1,9-dicarboxamida, dupa
nomenclatura IUPAC. Actinomicina D intrd in interactie cu macromolecula de DNA. In urma
interactiei este favorizata formarea radicalilor liberi care pot cauza aparitia de anomalii

cromozomiale.

1.2.5. COMPUSI CITOSTATICI DE EXTRACTIE

In medicina populard se folosesc numeroase plante ca remedii pentru
tratarea papiloamelor epidermei si a altor tumori maligne ale pielii. Tratamentul
multor boli se datoreaza produselor naturale, iar cancerul nu reprezinta o exceptie.
Produsele provenite din plante sunt reprezentate, in principal, de alcaloizi extrasi din
brandusa de toamna, reprezentativa fiind colchicina (XXXVII) si alcaloizi din Vinca
sp., e.g.: vinblastina (XXXVIII) si vincristina (XXXIX). Formulele structurale se
redau in fig. 1-11.

In ultimii ani au fost introdusi in chimioterapia citostaticd si alti compusi
derivati din plante cum sunt podofilotoxina, etoposidul si teniposidul. Acesti compusi
actioneaza prin blocarea diviziunii celulare ca rezultat al inhibarii functiei
microtubulilor.

a) Colchicina

Colchicina este un alcaloid extras din brandusa de toamna (Colchicum
autumnale), care inhiba mitoza celulelor in metafaza, blocand multiplicarea
acestora. Utilizarea n chimioterapie este limitatd de toxicitatea foarte ridicatd, la
doze terapeutice.

Derivatii colchicinei sunt: demelcocin, tiocolociran, colchicozid, si
tiocolchicozid. Acestia au si ei toxicitate ridicata si se utilizeaza mai rar datorita

spectrului antitumoral limitat.
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b) Vinblastina si vincristina
Din plante de Vinca sp. s-au extras compusi cu actiune citostatica, dintre

care se mentioneaza: vinblastina si vincristina (fig. 1-11).

H3CO OCHs

OCH3

N
=0
Colchicina
(HHHVIT)

H3C-C0-0
\inblastina Vincristina
(XXRVIID) (XRKIX)

Fig. 1-11 Formulele structurale ale alcaloizilor extrasi din plante apartinand

genurilor Colchicum si Vinca

Vinblastina si Vincristina, dupa administrare orala se distribuie rapid
formand legaturi reversibile cu macromoleculele proteice din celule. Derivatii
reziduali se elimind pe cale biliard si mai putin pe cale urinard. in chimioterapie au
avantajul ca difuzeaza in lichidul cefalo-rahidian.

c) Derivatii de podofilotoxina

Acesti compusi au fost izolati de la planta numitd Podophylum peltatum.
Structura de bazd este datd de podofilotoxind (XL) fin derivatii de interes
chimioterapeutic reprezentati de etoposid (XLI) si teniposid (XLII). Structura

acestora este redata in fig. 1-12.
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Fig. 1-12 Derivati de podofilotoxind (formule structurale)

Etoposidul se foloseste in preparatul comercial Vepesid, iar Tenoposidul in
preparatul comercial Vumon [73]. Acesti compusi sunt activi la un numar mare de
tumori solide ale diferitelor organe, cu precadere tumori cerebrale, si tumori ale
aparatului uro-genital. De asemenea se pot include in numeroase scheme de

polichimioterapie a limfoamelor si leucemiilor.
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1.3. SPECIFICUL MECANISMELOR DE INTERACTIE ALE
CHIMIOTERAPICELOR CITOSTATICE

1.3.1. PRIVIRE SINOPTICA

O privire generalda asupra mecanismelor de actiune ale citostaticelor
evidentiaza faptul ca acestea interactioneaza la nivel celular cu macromoleculele de
proteine (catenele polipeptidice ale holo- si heteroproteidelor) si indeosebi cu
macromoleculele de acizi nucleici (catene poliheteronucleotidice) interesand cu
precadere acidul deoxiribonucleic [74-76].

Mecanismele de actiune al citostaticelor sunt foarte complexe si difera de la
o clasa de compusi la alta. O caracteristica comuna rezida in faptul ca actioneaza la
nivel molecular si celular. Astfel determind blocarea diviziunii celulare si in final
moartea celulelor - tanatocitoza. Aceasta se produce prin perturbarea biosintezei
proteinelor si mai ales a biosintezei acizilor nucleici cu modificarea structurii chimice
a acestora, impiedicand astfel desfasurarea normala a ciclului celular si a diviziunii
celulare [2, 77].

Medicamentele chimioterapice cu actiune citostatica prezinta interactiuni
specifice in care importanta este si topobiochimia celulelor. Astfel, principalele
interactii confirmate de biologia celulara si moleculara, pot actiona la nivelul
diverselor fractiuni celulare:

- nucleul celular - sediul biosintezei acizilor nucleici - poate fi influentat prin
perturbarea biosintezei proteinelor cu formare de polipeptide anormale.

- mitocondriile - care contin enzimele responsabile de procesul respiratiei
celulare [78]

- lizozomii - afectati de hipoxie, acidoza sau agresiuni producdtoare de
inflamatie [21]

- citoplasma celulara - implicata in biogeneza unor heteroproteide, intervenind
in metabolismul proteinelor implicit a glico- si lipoproteinelor

Actiunea chimioterapicelor citostatice poate fi influentatda si de factorii
biologici, cum ar fi: greutatea, suprafata corporala, varsta, sexul, starea fiziologica,
starea patologica. Toate acestea pot modifica farmacocinetica sau farmacodinamia

acestor medicamente chimioterapice.
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In continuare se prezintd date generale asupra mecanismelor de actiune ale
diverselor chimioterapice citostatice remarcand interactiile specifice. Cu referire la
compusii platinici (in special la cis-platind) se rezerva un capitol special (v. Cap.
1.4.) in care se prezinta date mai detaliate.

1.3.2. MECANISME DE INTERACTIE SPECIFICE COMPUSILOR
ALCHILANTI

Chimioterapicele citostatice reprezentate de compusi alchilanti constituie
clasa cea mai numeroasa de medicamente antitumorale. Prezenta in moleculd a
gruparilor: bis-(2-cloretil)-amind, etilenimind, epoxid, etc., conferd caracterul
electrofil gratie caruia aceste substante, interactioneaza cu substantele ce contin in
moleculd centrii nucleofili, anioni anorganici si organici, sau cu substantele care au
grupari de electroni neparticipanti aminoderivati, mercaptoderivati, care au grupari
hidroxil.

Mecanismul de actiune este influentat de proprietatile fizico-chimice ale
substantelor (e.g. reactivitatea agentilor alchilanti), si de factori biologici.

a) Interactia cu derivati azotiperitici.

Azotiperitele actioneaza prin inhibarea mitozei in toate tesuturile
germinative, determindnd fenomene de regresie, cu precadere a limfoamelor
maligne si a carcinoamelor bronhice nediferentiate.

Azotiperitele sunt alchilanti difunctionali care actioneaza prin substitutie
nucleofilda la nivelul atomilor de azot din structura nucleobazelor purinice si
pirimidinice. Aceastd reactivitate se datoreaza densitatii electronice ridicate de la
nivelul atomului de azot.

Prezenta atomului de halogen la clormetind, spre exemplu determina
desfasurarea reactiei prin mecanism de substitutie nucleofild rapida, in timp ce
introducerea unor substituenti aromatici duce la scaderea bazicitatii atomului de
azot. Acest mecanism de actiune cu vitezd mai mica duce si la o scadere a
toxicitatii.

b) Interactia cu derivati aziridinici.

Aziridinele in contact cu substante nucleofile din celule reactioneaza prin
deschiderea ciclului, dand nastere la compusi care modifica structura chimica a

acizilor nucleici si a proteinelor.
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Studiul mecanismului de actiune al derivatilor aziridinici a relevat importanta
ionului de aziridiniu ca agent de alchilare. S-a urmarit sinteza unor agenti alchilanti
mai selectivi prin grefarea acestei grupari functionale pe molecule suport selectate
(i.e.: melanina, benzochimona), avand in vedere posobilitatea acestora de a
interveni in procesele redox celulare. De asemenea au fost folositi acizii pirofosforic
si tiofosforic in vederea obtinerii unor compusi capabili sa se bioactiveze preferential
in tumora, in conditii de pH scazut [79].

c) Interactia cu esteri ai acidului metansulfonic.

In seria acestor compusi se remarca cazuri de stereospecificitate. O
importanta actiune citostatica prezinta busulfanul care se comporta ca un alchilant
bifunctional, reactionand cu gruparile nucleofile. Substitutia se desfasoara prin
mecanism bimolecular.

d) Interactia cu derivati de nitrosouree si hidroxiuree.

Derivatii de nitrozouree si hidroxiuree pot produce perturbari in biosinteza
DNA, prin blocarea ribonucleotidreductazei, impiedicind transformarea
ribonucleotidelor in 2-deoxiribonucleotide. Sunt agenti specifici fazei S a ciclului
celular, blocand celulele in aceasta faza. Pot actiona de asemenea prin blocarea
unor enzime necesare in repararea celulara [80-82].

Acesti compusi au o remarcabild reactivitate citostatica, fiind considerati
superiori altor citostatice in tratamentul tumorilor cerebrale.

e) Interactia cu derivati de metilhidrazina si triazena.

Dacarbazina are un mecanism de actiune citostatica dublu: inhiba biosinteza
DNA prin legarea de precursori nucleotidici si perturba activitatea biologica a
acizilor nucleici prin mecanism alchilant [83]. Substanta medicamentoasa inactiva
ca atare, se activeazd sub actiunea unor enzime microzomiale hepatice suferind
demetilare si ulterior duce la formarea de ioni carboniu H3C*, diazometan H3zC-N=N,
formaldehida HCHO - compusi care reactioneaza cu agentii alchilanti, cu gruparile
nucleofile din proteine si acizii nucleici.

Explicatia actiunii citostatice a procarbazinei se bazeaza pe posibilitatea ca o
solutie apoasa diluata de sare de carbazina aflata in prezenta oxigenului molecular
sa duca la incizia molecularda a DNA cu formarea unor fragmente mici, fara a
distruge structura de dublu helix.

Procarbazina este metabolizatéa sub actiunea enzimelor hepatice formand

metaboliti activi [79]. Se distribuie in toate tesuturile concentratiile din LCR fiind

BUPT



1.3 - Specificul mecanismelor de interactie ale chimioterapicelor citostatice 41

echivalente cu cele plasmatice, fiind activd n terapia unor tumori cerebrale. In urma
metabolizarii se formeaza metaboliti activi ca peroxidul de hidrogen (H,0;), care in
prezenta urmelor de fier degradeaza DNA, iar formaldehida si formil hidrazina inhiba
RNA - si DNA- polimeraza. Acesti carbocationi alchilanti reactioneaza cu acizii
nucleici si cu proteinele.

f) Interactia cu compusi platinici.

Cu referire la compusii platinici cercetarile au fost orientate pe anumite
aspecte care au fost considerate esentiale cum ar fi: 1) obtinerea efectului
terapeutic la administrarea unor doze mai reduse de medicament ; 2) profilul
toxicologic al analogului poate fi mai favorabil prezentand similitudini cu cel al
compusului initial; 3) eficacitatea analogului in cazuri rezistente la compusul initial ;
4) complianta crescuta fata de compusul analog (e.g.: analogul se administreaza
oral, iar compusul de baza se administreaza i.v.). O prezentare mai detaliata a
interactiei cu compusi platinici se prezinta la Cap. 1.4.

Astfel cercetarile au fost orientate in vederea obtinerii unor compusi ai Pt si
PtV usor solubili in apa, mai putin toxici si cu spectru antitumoral mai larg [46].
Modificarile produse in structura chimica a cis-platinei au avut in vedere geometria
moleculei si anume structura : (amina),,Pt(II)Xz, respectiv (amind)z,Pt(IV)XzY2,
orientarea liganzilor fiind totdeauna cis.

De asemenea, liganzii aminici reprezentati de gruparea NHs3;, de amine
primare sau secundare trebuie sa realizeze legaturi de hidrogen. Liganzii de tip Xz
anionic trebuie sa fie reprezentati de grupari usor eliminabile : clor, sulfat, oxalat,
malonat, ascorbat, in timp ce liganzii Y2 pentru complectii Pt(IV) sunt reprezentati
de grupari hidroxil sau atomi de clor, asezate in pozitie trans.

Dintr-un numar mare de compusi sintetizati care indeplinesc aceste conditii
structurale, au intrat in terapie - ca a doua generatie de complecsi ai Pt(II) si Pt(IV)
doar carboplatina si ormaplatina. Acesti compusi sunt considerati superiori
cis-platinei deoarece sunt mai solubili in ap& si mai stabili in solutii perfuzabile. In
privinta efectelor adverse, acestea sunt mai reduse cu exceptia mielotoxicitatii (toxic
la nivelul celulelor maduvei spinarii), iar spectrul antitumoral si eficacitatea clinica
nu sunt net superioare.

Din generatia a treia de analogi platinici face parte si oxaliplatina, compus

care a fost introdus in terapie in anul 2004, fiind folosit cu succes in tratamentul
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cancerului [84]. Acest compus are ligand de tipul diaminociclohexan, fiind mai usor
solubil decat ormaplatinul care a fost putin folosit in practica.

Aductii realizati de oxaliplatind cu macromolecula de DNA au structurd
diferitd de aductii cis-platind - DNA. Din acest considerent oxaliplatina este eficienta
in unele forme de cancer rezistente la cis-platind (e.g. : cancer de colon). Dintre
derivatii platinei Pt(IV) de mentioneaza, Satraplatin si Picoplatin.

Satraplatina este un compus Pt(IV) care poate fi considerat versiunea orala
a carboplatinei, fiind inca in faza de studiu clinic, iar picoplatina, este activa in vitro

pe culturi de celule rezistente la cis-platina si oxaliplatina.

1.3.3. MECANISME DE INTERACTIE SPECIFICE ANTIMETABOLITILOR

Datorita faptului ca au structuri apropiate cu cele ale metabolitilor celulari,
antimetabolitii concureaza cu acestia pentru anumite enzime, actionand prin faptul
c& se substituie metabolitului normal sau inhib& sinteza sau utilizarea acestuia. in
urma acestui proces se formeaza asa-numitii ,metaboliti fraudulosi” — compusi cu
structura chimica foarte apropiata de cea a metabolitilor normali, dar care nu pot
indeplini rolul acestora.

a) Interactia specifica antimetabolitilor acidului folic.

Antimetabolitii acidului folic perturba indirect formarea bazelor purinice si
pirimidinice si a acizilor nucleici, cu precadere a DNA.

Metotrexatul, principalul antimetabolit este un antagonist al acidului folic,
obtinut in urma unor modificari ale structurii acestuia. Metotrexatul se leaga de
enzima dihidrofolatreductaza realizand o legatura mai puternica fata de legatura cu
substratul normal, reprezentat de acidul folic.

In urma leg&rii metotrexatului de enzim& are loc inhibarea formarii acidului
dihidrofolic, tetrahidrofolic si a acidului folinic, care are capacitatea de donor de
grupari formil, metil, metin, importante in biosinteza nucleobazelor purinice,
pirimidinice si a unor aminoacizi [85]. Ca urmare, este afectatd sinteza de acizi
nucleici, cu precadere biosinteza nucleobazei timingd, si implicit biosinteza DNA.

b) Interactia cu derivati purinici si pirimidinici.

bi) Interactia cu derivati purinici.

Antimetabolitii purinici contin in structura lor gruparea -SH, care inlocuieste

gruparea -NH; din adenina si gruparea —OH din guanina (v. Cap. 1.2.). La nivelul

BUPT



1.3 - Specificul mecanismelor de interactie ale chimioterapicelor citostatice 43

cailor biochimice specifice nucleoproteinelor, acesti derivati purinici concureaza cu
nucleotidele normale; prin blocarea purinelor provenite din aportul exogen inhiba
sinteza acizilor nucleici. Analogii bazelor purinice folositi in terapia anticanceroasa
sunt: 6-mercaptopurina si 6-tioguanina.

In cazul 6-mercaptopurinei, metabolitul activ este o nucleotidd tiolat3,
tionozin-5'-monofosfat care actioneaza prin inhibarea aminotransferazei si al altor
enzime implicate in sinteza si utilizarile nucleotidelor purinice. Deosebirea de
metabolitii activi este ca timpul de injumatatire este mai scurt [86].

Compusul 6-tioguanina se deosebeste de guanind prin absenta atomului de
azot din pozitia 3, si inlocuirea Iui cu un atom de carbon. Deazaguanina rezultata
inhiba puternic si selectiv biosinteza purinica, actionand astfel ca si citostatic.

by) Interactia cu derivati pirimidinici.

Derivatii cu nucleu pirimidinic sunt in mare parte produsi ai metabolismului
intermediar, dintre care se poate aminti citozina, uracilul, timina, si 5-metiluracilul,
aflate ca atare, in nucleozide, nucleotide, vitamine, si coenzime.

Derivatul numit 5-fluorouracil este un antimetabolit al uracilului si al timinei
care se diferentiaza prin prezenta atomului de fluor in pozitia 5 (vezi fig. 1-13).

La nivelul celulei, 5-fluorouracilul este transformat in nucleotida, ulterior
fosforilat si integrat in structura RNA si DNA unde actioneaza prin blocarea
transcriptiei. Sub forma de 5-fluorouracil monofosfat inhiba ireversibil timidilat-
sintetaza, si indirect biosinteza DNA. Acest chimioterapic este activ asupra celulelor
aflate in fazele Gi, Gz, si S ale ciclului celular determinénd in final blocarea sintezei

proteinelor si a acizilor nucleici [87, 88].

L o] o
F H3C
H \ﬁ H 3 \ﬁ H
H o H 0] H 0]
Uracil E-Fluorauracil Timina
REA, DR,

Fig 1-13 Structura chimicad a 5-fluorouracilului si

biotransformarea in nucleobaze pirimidinice
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Citarabina este un citostatic care actioneaza prin metabolitul sau arabinozid-
citidin-trifosfat care are rol de ,nucleotida frauduloasa” in structura DNA. Acest
citostatic specific pentru faza S a ciclului celular, este totodata si un inhibitor specific
al DNA polimerazei. Metabolitul activ se formeaza in organism prin fosforilari
succesive [89].

Sub actiunea citidindeaminazei are loc deaminarea citarabinei care
genereaza un compus inactiv care se numeste arabinozid-uracil si care se distribuie

si in tesuturile normale si in tesutul canceros.

1.3.4. MECANISME DE INTERACTIE SPECIFICE ANTIBIOTICELOR CU
ACTIUNE CITOSTATICA

Un numar mare de antibiotice se pot include in grupa chimioterapicelor
citostatice. Principalele antibiotice anticanceroase utilizate in prezent apartin
urmatoarelor clase structurale: antracicline, acridine, elipticine, antrachinone si
actinomicine.

a) Interactia cu antraciclinele.

Mecanismul de actiune rezida intr-o succesiune de reactii complexe care duc
la blocarea sintezei DNA si RNA. Antraciclinele (e.g. daunorubicina, doxorubicina
s.a.) au o mare afinitate pentru acizii nucleici celulari cu care formeaza complecsi
stabili, modificind structura chimica si activitatea biologica a acestora. Prin
intercalare intre catenele dublului helix al DNA este blocata in special transcriptia. La
efectul citostatic contribuie insa si formarea unor radicali liberi si blocarea DNA si
RNA polimerazelor.

b) Interactia cu acridinele.

Amsacrina - principalul derivat acridinic citostatic - actioneaza prin
mecanisme asemanatoare celorlalte antibiotice citostatice, prin blocarea DNA
polimerazei.

c)Interactia cu elipticinele.
Mecanismul de actiune al acetatului de eliptium se bazeaza pe intercalare in

structura DNA, blocind biosinteza acestuia.
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d) Interactia cu antrachinonele.

Dintre produsii obtinuti prin sinteza totald care au structura chimica inrudita
cu antracilinele s-a introdus in terapie compusul mitoxantrona. Mecanismul de
actiune se bazeazd pe inhibarea biosintezei macromoleculelor de DNA si RNA prin
intercalare in structura acestora.

e) Interactia cu actinomicinele.

Actinomicina D actioneaza in special prin blocarea replicarii macromoleculei
de DNA. Prin structura triciclica, planara, se intercaleaza intre perechile de
nucleobaze din dublul helix al DNA. Sunt vizate in special perechile guanina-citozina,
care formeaza legaturi multiple prin componenta carboxamidica din aglicon si cele

doua cicluri lactonice.

1.3.5. MECANISME DE INTERACTIE ALE COMPUSILOR CITOSTATICI
DE EXTRACTIE

a) Interactia cu colchicina.

Din punct de vedere al mecanismului de actiune, colchicina inhiba mitoza
celulelor, n metafaza, blocdnd multiplicarea acestora [90]. Activitatea
anticanceroasa se datoreaza prezentei in moleculd a gruparii
benzociclopentanotropolonica, a gruparii carbonil, si a gruparilor metoxil.

b) Interactia cu vincristina si vinblastina.

Acesti compusi actioneaza prin formarea unor legaturi cu proteinele
microtubulare in faza S a ciclului celular. Consecintele sunt vizibile abia in faza M a
ciclului celular. Actiunea vincristinei si a vinblastinei poate fi contracarata de catre
acidul glutamic si de catre triptofan, care pot inhiba si procesele care pot inhiba si
procesele de energogeneza celulara necesara mitozei.

c) Interactia cu derivati de podofilotoxina.

Exista un mecanism de actiune specific derivatilor de podofilotoxina (e.g.:
podofilotoxina, etoposidul s.a.) care au utilizare ca si chimioterapice citostatice.

Acesti compusi au efecte antimitotice prin blocarea intrarii celulelor tumorale

in faza de mitoza a ciclului celular, datorita interferarii cu topoisomeraza.
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1.4. CARACTERISTICI STRUCTURALE SI MECANISMUL DE
ACTIUNE AL COMPUSILOR PLATINICI

1.4.1 STRUCTURA COMPUSILOR PLATINICI

Complecsii platinici sunt stabili in solutie apoasa. Liganzii compusilor platinei
pot fi inlocuiti de agenti nucleofili, care pot forma legaturi covalente puternice, cu
grupari tiolice sau grupari amino din structura proteinelor si a acizilor nucleici,
similar altor clase de compusi alchilanti [91, 92].

Asa cum s-a aratat, doar un numar redus de compusi platinici au fost
utilizati in chimioterapia citostaticd (v. Cap.1.2.2.6.). Intre acestia se mentioneaza:
cis-platina, carboplatina, oxaliplatina, ormaplatina, satraplatina, picoplatina (v. si
Fig. 1-7). Dintre acestia primii trei compusi contin Pt (II), iar ultimii trei compusi au
in compozitie Pt (IV).

Experimental s-a demonstrat ca in complecsii platinei legatura Pt-NHs este
mai puternica decat legatura Pt-Cl, de unde explicatia hidrolizei reduse la nivel
sanguin, datorita concentratiei scazute a ionilor de clor.

Din punct de vedere chimic, cis-platina este un complex metalic care are
platina ca si atom central, iar ca si liganzi doua molecule de amoniac si doi atomi de
clor situati in pozitie cis. Acest compus cu denumirea de cis-diaminodicloroplating, a
fost pentru prima data descrisa de Peyrone in 1845. Ulterior, dupa jumatate de
secol, in 1895 Alfred Werner a realizat separarea celor doi izomeri cis si trans [93].

In 1965, Rosenberg si colaboratorii au descoperit in urma unui proces de
electroliza ca electrodul de platina inhiba diviziunea mitotica in celula bacteriei de
Escherichia coli. in prezent este general acceptat faptul c& principala tintd a actiunii
la nivel celular a cis-platinei este reprezentata de acidul deoxiribonucleic (abreviat
DNA) care este purtatorul mesajului genic. Acest mesaj genic este continut in
secventele de deoxiribomononucleozidfosfatii din catenele DNA. Aceasta este de fapt
informatia genica transmisibild de la o celulda la altd celuld in cadrul diviziunii
celulare (ciclul celular) si de la o generatie la altd generatie in cursul filiatiei
genetice.

In laborator, sinteza cis-platinei porneste de la un derivat anorganic

tetracloroplatinat al potasiului (fig. 1-14).
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Pornind de la un compus tetracloroplatinat al potasiului, K,PtCls, prima
grupare NHs este aditionata la oricare dintre cele patru valente, a doua grupare NHs

putand adera la molecula in pozitie cis- sau trans [94].
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Fig. 1-14 Sinteza cis-platinei in laborator (etape)

Atomul de platind poate avea starile de oxidare diferite Pt (II) si Pt (IV)
(vezi fig. 1-15). Deci poate avea starile Pt*? si Pt*4, la starea de oxidare Pt (II)
compusul are simetrie tetraedrica, iar la starea de oxidare Pt (IV) compusii rezultati
au simetrie octaedrica [93, 95] - v. Fig. 1-15.

In prezent s-a ajuns la concluzia c& prin legarea cis-platinei la DNA se
formeaza un aduct care intervine in succesiunea proceselor de replicatie,
transcriptie si translatie producénd perturbarea acestora. Formarea aductului la una
sau la ambele catene ale macromoleculei de DNA produce destabilizarea structurala.
Aceasta este urmata de perturbarea activitatii biologice [48, 62, 93, 96]. La nivel
celular are moartea celulara programata - apoptoza [97, 98]. Se impune mentiunea
ca in cazul interactiei cu medicamente citostatice (si in general cu substante
xenobiotice), celulele sunt distruse (in parte), dar aceasta nu este o moarte celulara

programata (apoptoza). Procesele care conduc la moartea celulara indusa de diferite
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substante corespund mai mult necrozei. in general se poate considera cd este un

proces de tanatocitoza [99].
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Fig. 1-15 Compusi obtinuti sinteza chimica:
(1) cis-Pt"(NH3)2Cls; (2) cis-Pt!(NH3).Cl>;
(3) Pt(NH2CH2CH2NH2)Cl>; si (4) PtY(NH2CH>CH2NH>)Cl4

In urma cercetérilor intreprinse, s-a stabilit c& nu orice izomer al platinei
care realizeaza combinatii coordinative cu DNA are potential citostatic (e.g.
izomerul trans- al diaminodicloroplatinei nu este un agent chimioterapeutic).

Datorita diferentei intre izomerii geometrici cis si trans, nici modul de
realizare al complexului coordinativ nu e identic, acest lucru determinand care dintre
compusi e eficace in tratamentul cancerului [100, 101]. Descoperirea proteinelor
celulare specifice care recunosc complexul DNA - cis-platind precum si examinarea
modului de interactiune a acestora cu aductii au putut conduce la moartea

programata a celulelor cancerigene.
1.4.2. ACTIVITATEA BIOLOGICA SI MECANISMUL DE ACTIUNE

Cis-platina are o structura relativ stabila si un reactioneaza in mediu apos.
(sange, plasma, unde concentratia anionilor CI- (~100 mM) este relativ ridicata. Sub
aceasta forma inactivda compusul ajunge in celuld prin douda mecanisme de
transport: prin transport activ si prin difuziune pasiva. La nivel intracelular

cis-platina pierde cei doi anioni ClI- devenind un compus reactiv care poate realiza
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legaturi covalente cu numerosi compusi, printre acestia numarandu-se si
macromolecula DNA [102].

La nivelul celulei, molecula este supusa unei reactii de tip hidrolitic in urma
careia un anion de CI- este inlocuit de o moleculd de apa, cu formarea unui nou
compus, cu sarcind pozitiva (vezi fig.1-16). Transformarea produsa este denumita

adesea “reactie de acvatare”.

rehil 3
Hsm Cl
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Fig. 1-16 Acvatarea cis-platinei - mecanism general

Eliberarea clorului (CI) se produce in interiorul celulei si se datoreaza unei
concentratii scazute de CI- (~ 3 -20 mM) - si unei concentratii crescute de H,O [103].

Ulterior este favorizat schimbul de liganzi, de anioni ClI- cu H;O si
formarea de combinatii complexe cu H,O (derivati acvatati). Ajunsa la nivelul
celulei, cis-platina are mai multe tinte: DNA, RNA, proteinele indeosebi catenele
polipetidice care contin aminoacizi cu sulf (e.g.: metalotionina si glutation). La nivel
mtocondrial efectele cis-platinei nu sunt binecunoscute. Se remarca faptul ca
interactia cu DNA poate viza DNA nuclear, dar si DNA mitocondrial. Este insa sigur
faptul ca actiunea cis-platinei conduce la moartea celulara [104-106].

Cis-platina realizeaza legaturi de tipul aductilor cu DNA, la nivelul perechilor
de nucleobaze modelul Watson-Crick, 1953 [99]- ( fig. 1-17).
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Fig.1-17 Fragment din dublul helix al DNA (model Watson-Crick), 1953

In DNA dublu catenar existd perechile de baze adenin-timind si guanina-
citozind la nivelul carora legarea cis-platinei precede distorsia helixului si chiar

incizia moleculara (ruperea catenei).

1.4.2.1. Formarea aductilor specifici cis-platinei

Cercetarile intreprinse n ultimele cinci decenii releva realizarea unor
descoperiri fundamentale referitoare la structura macromoleculelor de acizi nucleici
[107, 108].

Derivatii cis-platinei cu apa sunt agenti electrofili difunctionali care se pot
fixa la oricare situs nucleofil de la molecula de DNA. Dintre cele patru nucleobaze

prezente in structura macromoleculei de DNA, cis-platina prezinta afinitati mai mari
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fata de guanina [109, 110]. Totusi se accepta ca la nivelul fiecarei nucleobaze exista
atomi la care cis-platina se poate lega, datoritd caracterului nucleofil.

Aceste ipoteze au fost abandonate dupa ce s-a demonstrat ca cis-platina se
leaga preferential la atomul N7 de la nucleobazele purinice guanina si adenina si la
atomul N3 de la citozing, in urma masurarii energiilor de respingere dintre atomii de
metal si atomii de azot din structura nucleobazelor.

Investigatiile cu privire la interactia dintre cis-platind si macromolecula de
DNA evidentiaza posibilitatea formarii aductilor cis-platina - DNA care perturba
structura secundara a macromoleculei.

Particularitatile stereochimice ale legarii implica tranzitia macromoleculei de
la forma B-DNA (starea nativa) la formele A-DNA si C-DNA [111, 112].

Datorita geometriei sale, izomerul trans nu poate forma combinatii
intracatenare cu DNA, motiv pentru care este inactiv in procesul de liza al celulelor
canceroase [113].

Exista si compusi ai Pt (IV) care prezinta de asemeni izomeri cis si trans.

Formulele structurale ale celor doi izomeri cis si trans sunt prezentate in fig.
1-18.

Structura (a) corespunde cis-diaminotetracloroplatinei si releva dispunerea
gruparilor (NHs) in acelasi plan. Aceasta structura este instabild, usor reactiva.

In structura (b) cele doud grupari NHs se afld situate in plan opus una fat3
de alta, avand central atomul de platina. Structura trans este mai stabila din punct
de vedere termodinamic, fiind primul compus sintetizat si studiat de cercetatori
[114].

In urma descoperirii activitatii antitumorale a cis-platinei de citre Rosenberg
(1965) studiile cu privire la interactiunea ionilor de platina cu acizii nucleici si a
aductilor formati de Pt (II) cu DNA, au demonstrat ca DNA celular constituie tinta
majora a cis-platinei. Nu existd informatii privind interactia cu DNA mitocondrial dar
in mod sigur aceasta exista [115].

Legarea cis-platinei de macromolecula de DNA afecteazd atét structura
macromoleculei de acid nucleic cat si biosinteza proteinelor. Activitatea citostatica a
cis-platinei poate fi corelatd cu cuantumul de platind legat de macromolecula de
DNA [116, 117].
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Fig.1-18 Structuri posibile ale izomerilor generati de Pt (IV)

Studii in vitro si in vivo au sugerat ca cis-platina poate realiza aducti
cis-platina - DNA cu legaturi intra— si intercatenare cu DNA, dar si aducti
macromoleculari cis-platind — DNA - proteine [118].

Substituirea in nucleobaze a unui atom de hidrogen participant la realizarea
unei legaturi de hidrogen, cu un atom metalic cu configuratie potrivita duce la
formarea unor complecsi nucleobaze - metale. In cazul unor astfel de aducti
legatura dintre nucleobaze este mai puternica. Elucidarea rolului legaturilor de
hidrogen intre nucleobaze conform modelului Watson-Crick s-a bazat pe studii de
modelare geometrica si pe calcule de mecanica cuantica [93].

Interesul pentru formarea unor aducti ai platinei cu nucleobazele
pirimidinice isi are originea in structura chimica a acestora, in multiplele modalitati
de legare, incluzand agregatele supramoleculare si in interactiunile dintre Pt si
ligand [93].

Interactia agentilor alchilanti cu acizii nucleici conduce la o stabilitate
scazuta a acestora, la o distorsiune sau chiar ruperea macromoleculei, cu
repercursiuni asupra activitatii biologice interesand tesutul atacat si in final intregul

organism.
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1.4.2.2. Particularitati ale relatiei structura - activitate la

cis-platina in interactia cu DNA

Studiile in vitro bazate pe cristalografia cu raze X si pe metode
spectroscopice (e.g. spectroscopia in UV, dicroismul circular, etc.) au
demonstrat ca in urma interactiei cis-platinei cu DNA, are loc formarea unor
aducti intracatenari Tn proportie de 90%. Dintre acestea aproximativ 65% se
formeaza intre doi atomi de azot situati in pozitia N7, apartindand a doua
nucleobaze de tip guanina adiacente [5'-d(GG)] si 25% se formeaza intre
atomul N7 al guaninei, si N7 al adeninei [5'-d(AG)]. Restul legaturilor formate
sunt intracatenare, intercatenare si aducti monofunctionali [119]. Procentul
mare de legare intracatenara a cis-platinei cu doud nucleobaze guaninice
adiacente la nivelul atomilor N; este cauzat de starile de torsiune minime de la
acest nivel precum si stabilitatii crescute a acestui tip de aduct. La acest tip de
aduct este realizata cea mai scurta distanta dintre doi atomi de Ny din
macromolecula de DNA.

Investigatiile in vitro au demonstrat ca macromolecula DNA, sub
actiunea cis-platinei prezintda modificari, care au fost evidentiate cu ajutorul
dicroismului circular [112].

Metoda dicroismului circular (DC) a adus contributii importante la
intelegerea modificarii structurilor sterice ale edificiilor moleculare, cu profunde
implicatii in denaturarea relatiei structura chimica - activitate biologica.

Este binecunoscut faptul ca prin dicroism circular au fost investigati
diversi compusi optic activi. Intre domeniile de interes major studiate cu
ajutorul dicroismul circular se numard si acizii nucleici - v. fig. 1-19. Cu
ajutorul DC s-au studiat modificarile conformationale B-DNA sub actiunea cis-
platinei si formarea altor genuri de DNA, cum ar fi C-DNA, A-DNA [112].

In cazul RNA studiile chimice au evidentiat cd atomul N3 al citozinei
poate actiona ca donor, iar la acidul ribonucleic de transfer (:RNA) a fost
observatd legdtura intercatenard intre guanind si citozind. In cazul DNA,
legarea la N3 al timinei prezintd de asemenea importantd pentru ca duce la

obtinerea wunuia dintre cei mai stabili compusi din punct de vedere
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termodinamic dintre toti compusii platinei care implica atomi de azot ca donori
de electroni [120].

g
[ |
-
= — _
(&)
R ]
= - i
w s i
<
plas] I |
o
5 0
S
2 — .
o 2 a
]
=3 - -
=
o -4 = —
RN
e} | _
<
- |
-8 | | | | | | | | |

220 240 260 280 300 320

Fig. 1-19 Spectrele de dicroism circular : DNA (1); aducti DNA - cDDP- r= 7,5(2);
aducti DNA - cDDP- r= 15(3) - [112]

Activitatea citostatica a medicamentului se datoreaza in mare parte formarii
aductilor intracatenari in proportie mai mare decat cei intercatenari [121]. Fiecare
tip de legatura contribuie in parte la profilul toxicologic al medicamentlui [122].
Astfel, cis-platina este mai citotoxica decat trasplatina, si datorita formarii
legaturilor intracatenare, trans-platina formand legaturi intercatenare [62].

1.4.3. PROBLEMA STABILITATII CHIMICE SI TOXICITATEA
CIS- PLATINEI

Platina face parte din categoria metalelor tranzitionale, fiind in grupa 10 a
sistemului periodic alaturi de nichel si paladiu, avand in configuratia electronica 8

electroni de tip d atunci cand se afla in stare de oxidare +2. Metalele tranzitionale
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au anumite caracteristici comune, si anume pot avea mai multe valente, putdnd
avea si mai multe stari de oxidare (e.g. platina poate avea starea de oxidare +2,
+4, dar si +5 si +6).

Metalele tranzitionale joacd un rol esential in sistemele biologice, insa
trebuie avut in vedere si potentialul toxicogen al acestora [123]. Pentru a putea
utiliza metalele in sistemele biologice, organismele au dezvoltat ,cai biochimice
specifice”- un aspect al xenobiochimiei bazate pe mecanisme homeostazice si
homeorezice pentru intrarea acestora in mediul celular, transferul in interiorul
celulei, stocarea, detoxifierea, excretia. Aceste cdi biochimice, sunt reglate astfel
incat metalele sa fie disponibile in caz de necesitate, dar sa se evite acumularea lor
cu aparitia efectelor toxice [124-126].

Primul compus coordinativ descoperit in 1845 a fost
cis-diaminodicloroplatina II, numit si cis - DDP, sau cis-platina.

Medicamentele obtinute ulterior, pornind de la structura cis-platinei, au fost
numite medicamente ale “generatiei a II-a”. Acestea prezinta un spectru mai larg
de activitate, concentrat pe aria tumorala rezistenta la cis-platina.

Proprietatile medicamentelor din generatia a-II-a sunt mult imbunatatite,
acestea prezentdnd o selectivitate superioara, si un spectru antitumoral mai larg
decat cis-platina [127].

Pentru ca un medicament analog cis-platinei sa fie eficient, acesta trebuie sa
indeplineasca urmatoarele criterii: a) sa fie neutru din punct de vedere chimic,
pentru a permite transportul pasiv al substantelor prin membrana celulara; b) sa
aiba doua grupari mobile, situate de preferinta in pozitie cis una fata de cealalta;
c) sa detinda un ligand inert purtator de obicei a unei amine tertiare, care creste
stabilitatea aductului prin realizarea unor legaturi de hidrogen intre nucleobazele
vicinale.

Dintre analogii cis-platinei putem aminti: carboplatina, ormaplatina,
oxaliplatina, bisplatina. Caracteristicile chimice si mecanismul de actiune al acestora
a fost prezental la Cap. 1.2.

fn urma studiilor citofotometrice s-a demonstrat c& platina suferd modificari
chimice care variaza de la un compus incarcat cu sarcina electrica la o specie neutra
de tipul [PtIV(NH3)2Cla].

Compusul neutru existd sub doud forme izomere: izomerul trans -
[PtIV(NH3)2Cls si cis - [PtIV(NH3)2Cls. Forma trans - este mai stabila din punct de
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vedere termodinamic si a fost prima sintetizata.

Platina utilizatd Tn compusii chimioterapici are doua stari de valenta
dominante +2 si +4. Platina la valenta inferioara Pt (II) formeaza o structura plana
iar la valenta Pt (IV) formeaza complexe octaedrice.

Compusii activi din punct de vedere chimic sunt cis - [PtII(NH3)2Cl; si cis -
[PtIV(NH3)2Cls. Structura trans are liganzii situati de o parte si de alta a planului, si
ambele sunt inactive la concentratii mici ( ppm in solutie).

Cis-platina, este un agent alchilant antineoplazic, cu formula bruta
PtCl,HeN2, cu greutatea moleculara 300,1, cu structura plan tetraedrica, avéand
aspect de cristale alb-galbui, care in urma dizolvarii genereazd o solutie limpede. In
tabelul 1-1 este prezentata solubilitatea cis-platinei in principalii solventi.

Compusul se descompune la 270°C eliberand oxid de azot si vapori de clor.
In solutie de HCI de concentratie 0,1 N, are absorbtia in lumin& ultravioletd Amax =
301 £2 nm, € = 124-145 [128].

Cis-platina a fost aprobata de Organizatia Food and Drug Administration
(FDA) in 1978 pentru tratamentul tumorilor genito-urinare [129, 130]. Azi se
foloseste cu succes in combinatie cu unul pana la trei si chiar patru medicamente cu
bune efecte (e.g. cis-5-flurouracil) pentru tratamentul pacientilor cu carcinom de
colon aflati in faza terminala [131, 132].

In terapie combinatd, in asociere cu vinblastina si bleomicina, cis-platina
produce remisiune completa in 74% din cazuri la pacientii cu cancer testicular, si

remisiune partiala la 26%.

Tabel 1-1. Solubilitatea cis-platinei in diversi solventi.

Solvent Solubilitate
Apd <1mg/mL la 19°C (2.53mg/mL la 25°C)
Solutie salina 1 mg/mL
Alcool etilic 95% <1 mg/mL la 19°C
Acetona <1 mg/mL la 19°C
Dimetilsulfoxid (DMSO) >=100 mg/mL la 19°C
N,N dimetilformamida (DMF) >2 mg/mL
N,N dimetilformamida pura anhidra (DMF) | 24 mg/mL
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Cis-platina este folositda cu succes si in cancerul de san alaturi de taxani,
antracicline si alcaloizi din Vinca. Combinatiile duble taxani - cis-platina si triple cu
efect sinergic, care contin pe langa compusii mentionati anterior, un anticorp
monoclonal, numit trastuzumab, cu actiune pe proteinele oncogene, reprezinta
medicatia de electie in cancerele de san [133].

Unul dintre obstacolele majore intampinate la administrarea cis-platinei il
reprezintd efectele toxice severe [134]. Citeva dintre acestea sunt prezentate
succint in continuare :

a) nefrotoxicitatea - este efectul advers care limiteaza doza de administrare
a cis-platinei. Acest efect este dependent de doza, este ireversibil si afecteaza in
special tubii renali proximali, aparand si degenerarea tubulara, necroza si
mineralizarea celulelor epiteliale tubulare [135-138]. Mecanismul de actiune
nefrotoxica a cis-platinei este similar celui indus de mercur prin care are loc depletia
aminoacizilor cu grupari tiolice de la nivelul tubilor renali. Prin urmare la
administrarea de compusi tiolici scade riscul de nefrotoxicitate [139-144].

b) ototoxicitatea - are efect cumulativ si ireversibil. Acesta care se
accentueazd in urma radioterapiei. In cazul cis-platinei este mai frecventa la copii,
la care apar tulburari de echilibru, asociate cu tulburari ale auzului. Acest efect toxic
poate fi diminuat prin administrare de vitamine E [145-149].

c) efecte advers comune cu alte chimioterapice: greturile si starea de voma,
pierderea poftei de mancare, a gustului si dificultatii de deglutitie care duc la diaree
si anorexie ; mielosupresia, angioedem, eritem, dermatita exfoliativa, edem facial,
hiperhidroza, alopecie, soc anafilactic, leziuni la nivelul cavitatii bucale.

d) tulburari neurologice, atrofie musculara, tulburari de coordonare ale
miscarilor — apar la doze mari si la tratament indelungat.

Reactii adverse secundare sunt: conjunctivita, halucinatii, aritmii, cefalee,
hemoliza, intoleranta la glucozd, pancreatita, hiperuricemie, reactii anafilactice,
hepatotoxicitate, tetanie, teratogenitate, sterilitate, reactie alergica, dispnee, febr3,
ameteli, anxietate [150-152]. Un alt aspect care trebuie mentionat consta in faptul
ca cis-platina este si mutagena.

O mentiune speciala se face cu referire la faptul ca cis-platina conduce la

efecte mutagene (interesand interactia cu moleculele de DNA) si efecte teratogene
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(interesand interactiile cu DNA si proteine). Teratogenitatea a fost studiata asupra
produsilor de conceptie la animale de laborator [153-155].

In general, limitele succesului agentilor antineoplazici sunt trasate de
rezistenta la medicament a celulelor tumorale [156].

Pentru a preveni instalarea de la bun inceput a rezistentei la cis-platind a
fost implementata o noua tehnica, si anume a chimioterapiei intensive la doze mari,
care reduce sansele de instalare a rezistentei, dar o data cu administrarea de doze

mari cresc si efectele citostatice care sunt un important factor pentru supravietuire.
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2.MODALITATI DE INVESTIGARE A EFECTELOR
CIS-PLATINEI IN VIVO

2.1.CONSIDERATII GENERALE

Numerosi compusi metalici sub forma de saruri ale unor acizi organici si
anorganici, sau sub formda de complecsi, sunt utilizati curent ca medicamente
chimioterapice [2, 7, 157-160]. O importanta deosebita se acorda compusilor cu
platina care sunt utilizati ca agenti chimioterapici.

Chimioterapia citostatica reprezinta una dintre modalitatile de interventie in
oncologie. In acest scop s-au utilizat diverse medicamente in compozitia cirora se
afla substante organice si in putine situatii substante anorganice. Complecsii
metalici initiali au fost evitati, datorita potentialului toxicogen al acestora [161].

Problemele referitoare la actiunea medicamentelor citostatice sunt studiate
prin mijloace specifice chimiei clinice dar si prin studiul microscopic al probelor
prelevate din tesuturi [162].

In mod consecvent au fost investigati si sintetizati diferiti compusi
anorganici care contin Pt, Pd, etc. cercetandu-se structura chimica, activitatea
biologica, stabilitatea, caracteristicile farmacologice (cinetica, dinamica) si efectele
antitumorale [163-165].

In acest cadru numeroase studii au fost intreprinse (in vivo) asupra
efectelor cis-platinei prin investigatii experimentale pe animale de laborator. in
astfel de situatii s-au urmarit variatiile homeostaziei biochimice, hematologice
precum si modificarile histologice la nivelul diverselor tesuturi si organe.

Efectele asupra homeostaziei biochimice pot evidentia modificari ale
metabolitilor interesand predilect proteinele (proteinele sanguine, enzimele, acizii
nucleici, etc), lipidele si electrolitii sanguini si tisulari. Astfel de studii intereseaza

biochimia, farmacologia, biologia moleculara, etc. [166-170].
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De asemenea au fost intreprinse studii (in vitro) utilizandu-se culturi de
celule pentru decelarea unor efecte conexe interesand biologia celulara si

moleculard, biochimia si farmacologia [108, 171- 173].

2.2. INVESTIGATII PE ANIMALE DE LABORATOR

2.2.1. SPECIFICUL METODOLOGIEI EXPERIMENTALE

Cercetarile cu specific de biologie experimentala si medicina experimentala
efectuate pe animale de laborator sunt folosite pentru investigatii biochimice,
biofizice, fiziologice, fiziopatologice, nutritionale, etc. Utilizarea acestor animale de
laborator in cercetare a stat la baza dezvoltarii stiintifice a multor domenii de varf,
deosebit de importante pentru explicarea multor aspecte din patologia biochimic3,
biologia celulara si moleculara, clinica medicala, farmacoterapie, s.a [174-177].

Importanta pe care o prezintda utilizarea animalelor de laborator s-a
confirmat in actiunile de testare si cercetare a diferitelor substante destinate
utilizarii ca si chimioterapice, ingredienti nutritionali (e.g.: aditivi coloranti,
conservanti, etc.) sau ca si substante pentru combaterea agentilor patogeni in
actiunile fitosanitare si sanitar-veterinare. In acest scop s-a dezvoltat o adevarats
industrie de crestere si ameliorare a animalelor destinate studiior experimentale
avand ca scop final obtinerea unor rase si linii tot mai performante.

Initial in desfasurarea unor experimente s-au folosit animale de ferma
(i.e.: cabaline, bovine, ovine, porcine si chiar pasari de curte). Treptat s-a renuntat
si s-a Incercat utilizarea in laboratoarele de cercetare a cainilor si pisicilor indeosebi
pentru experimente in fiziologie, farmacologie, neurologie, etc.

Extinderea experimentelor, insa, a determinat Asociatiile pentru protectia
animalelor - care le considera animale de agrement, insotire si paza - sa obtina legi
pentru protejarea acestor specii.

Termenul de experiment in biologie are, de fapt, o extensie mai mare,
vizand si studiile efectuate pe organisme eucariote, procariote si pe virusuri.
Cercetatorul incearca o corelare a ipotezelor stiintifice si a teoriilor, astfel incat sa
compare un numar tot mai mare de fapte reale si sa se apropie cat mai mult posibil

de adevar.
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Cu titlu informativ se mentioneaza ca in prezent, in farmacologie, se

efectueaza studii si asupra unor subiecti umani (voluntari).
2.2.2. PARTICULARITATI ALE ETAPELOR DE CERCETARE

Experimentele intreprinse pe animale de laborator sunt caracterizate de
aspecte specifice, diferite de la procedeu la procedeu si de la animal la animal [178-
180].

In abordarea oricirei metodologii experimentale este necesard o bun3
cunoastere a metodelor de contentionare a animalelor, a modului de administrare
si a relatiilor doza - efect, etc. Este important modul de prelevare a probelor din
lichide biologice si tesuturi. De asemenea sunt importante si modalitatile de
conservare a probelor biologice precum si pregatirea pentru determinarile analitice
[181-183].

Cercetarile efectuate pe animale de laborator au ca scop final recoltarea
unor probe biologice destinate determinarilor bioanalitice, precum si evaluarea unor
parametrii fiziologici. in acest scop uneori se intreprind interventii chirurgicale cu
sau fara recuperarea animalelor care au fost folosite in experimentul respectiv.

Pentru a face o succintd expunere a acestor aspecte se prezinta in
continuare cateva caracteristici ale interventiilor, cu exemplificare pe animale de

experienta utilizate mai frecvent in laboratoare de cercetare.

2.2.2.1. Contentia animalelor de laborator

In experimentele pe animale este necesar s& existe o perioadd de
acomodare a cercetatorului cu animalele pe care urmeaza a se efectua
experimentul. Pentru o buna desfasurare a lucrarii se recomanda utilizarea anumitor
tehnici de abordare diferite de la o specie la alta si caracteristice fiecarei specii. in
cadrul speciei se iau in considerare si aspectele legate de varsta, sex, sistemul de
crestere al animalului, etc. De asemenea se au in vedere operatiunile care urmeaza
a fi efectuate, e.g.: observatii, examinari, administrare de substante
(medicamente, aditivi alimentari, s.a.), tratamente superficiale sau complexe,

operatii etc.).
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Contentia animalelor se realizeaza prin prinderea animalului urmata de
imobilizarea acestuia, in scopul executarii diverselor manevre operatorii specifice
etapelor experimentului.

Modul de abordare si de contentie reprezintda operatiuni care trebuie
efectuate cu blandete si cu circumspectie. Acestea se executa dupa o prealabila
studiere a comportamentului animalului.

In scopul efectudrii diferitelor interventii experimentale pe animale, este
necesar ca acestea sd fie aduse in stare de contentie si / sau in stare de narcoza
(anestezia generald). Prin administrarea unui anestezic (imobilizare farmacologica)
se realizeaza atat imobilizarea mecanica a animalului, cat si suprimarea durerii.
Narcoza se induce cu ajutorul unor substante anestezice, administrate mai ales
parenteral [184, 185].

2.2.2.2. Anestezia animalelor de laborator

In vederea prelevarii de probe biologice se recomanda, in unele cazuri,
anestezierea animalului. Acest procedeu mai poarta denumirea colocvialda de
~imobilizare farmacologica” deoarece se realizeaza prin administrarea de substante
farmaceutice. Imobilizarea farmacologica prin anestezia generala sau partiald este
metoda prin care se realizeaza suprimarea temporara a sensibilitatii dureroase cu
ajutorul unor substante chimice sau al unor agenti fizici.

Alegerea anestezicului se face in functie de specia de animal asupra careia
se efectueaza experimentul, de rasa, sex, varsta, starea fiziologica, sensibilitatea
speciei, calea de administrare. De asemenea se are in vedere scopul experimentului
si operatiile experimentale pe care dorim sa le efectuam in timp ce animalul este
anesteziat. Anestezicul trebuie sa suprime durerea produsa de actul operator, sa
producd o relaxare musculara completda, sa previna reflexele neurovegetative,
starea de soc si sa asigure in final revenirea (trezirea) animalului.

De asemenea, in alegerea metodei de anestezie este necesar sa se tind cont
de faptul ca animalele tinere sunt mai sensibile comparativ cu cele adulte, iar
femelele gestante trebuie anesteziate cu substante care nu traverseaza bariera
placentara, evitand astfel posibile riscuri teratogene.

Anestezicele generale intravenoase sunt substante care induc o anestezie

superficiald, permitand revenirea rapida din anestezie. Din aceasta clasa fac parte:
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tiopentalul sodic (cu denumirea chimica de sodiu 5-etil-5-[2-metilpentil]-4,6-dioxo-
1,4,5,6-tetrahidropirimidin-2-tiolat; metohexital ( 5-hex-3-in-2-il-1-metil-5-prop-2-
enil-1,3-diazinane-2,4,6-triona); benzodiazepin-flumazenil (etil 8-fluoro-5,6-dihidro-
5-metil-6-o0x0-4H-imidazo[1,5-a][1,4]benzodiazepine-3-carboxilat); ketamina, (2-
(2-clorofenil)-2-metilamino-ciclohexan-1-ona;diazepam(7-cloro-1-metill-5-
fenill,3dihidro-2H-1,4-benzodiazepin-2-ona); opioide; fentanil (N-(1-(2-feniletil)-4-
piperidinil)-N-fenil-propanamida, etc.

In cazul experimentelor noastre a fost folosit anestezicul ketamina, care
face parte din grupa fenilciclidinelor. Aceasta produce anestezie disociata astfel incat
o parte din perceptia anumitor stimuli este anulata, iar cea a altor stimuli raméane
intactd. Este un anestezic si analgezic cu actiune rapida. Nu afecteaza reflexele
faringo-laringiene, intensificd usor ritmul cardiac, are efect depresor asupra
respiratiei si mentine tonusul muscular. Poate fi asociatda cu toate neurolepticele si
anestezicele (inclusiv cele inhalatorii). Dupa administrarea parenterala se produce o
absorbtie si distributie rapida urmata de instalarea efectului narcotic.

Anestezierea animalelor parcurge mai multe etape si anume: preanestezia,
anestezia propriu-zisa (narcoza) si trezirea din anestezie. Preanestezia - se
realizeaza cu substante farmacologic - active ce au rolul de a pregati animalul
pentru anestezie prin reducerea miscarilor de aparare periculoase, a anxietatii, a
toxicitatii unor substante analgezice generale, prin inhibitia secretiilor si prin
diminuarea sensibilitatii algice. De asemenea, substantele narcotice au rolul de a
potenta si reduce actiunea si astfel se reduc dozele anestezicelor generale, avand
efect: analgezic, neuroleptic, tranchilizant sau vagolitic diferit. Efectele sunt
conditionate de specia de animale, de calea de administrare si de doza administrata.
Pentru a evita unele probleme in ceea ce priveste utilizarea succesiva a narcoticelor
se recomanda utilizarea asa numitelor “amestecuri litice” (solutii preparate din mai
multe substante anestezice) care au drept scop final o inhibitie corticala suficienta, o
buna stare analgezica si stabilizare neurovegetativa.

Modul de anesteziere al animalelor de experienta ca si in cazul omului difera
prin calea de administrare a substantelor anestezice si prin modul de actiune al
anestezicului [186]. Astfel, narcoza se poate realiza prin administrarea parenterala,
prin administrarea orald a unor solutii anestezice, precum si prin inhalarea unor

substante usor volatile.
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2.2.2.3. Calea de administrare a substantei cercetate

Cercetarile stiintifice pe animale de laborator se desfasoara dupa un protocol
bine stabilit diferit de la experiment la experiment, avand in vedere mai multe
criterii: scopul cercetarii, specia de animale de laborator folosite, calea de
administrare, durata experimentului, etc.

Foarte importanta pentru cercetarea experimentala este calea de
administrare a substantelor testate pe animalele de laborator. Dintre diversele cai
de administrare a substantelor amintim: administrarea orald - per os (p.o.),
intravenoasa (i.v.), subcutanata (s.c.), intramusculara (i.m.), intraperitoneala (i.p.),
intraarteriala (i.a.), intracardiaca, intrapleurald, intrapulmonara, percutanata,
intradermica (i.d.), intrarectald, intracaudald, intrarahidiand, intracerebral3,
intranazald, pe cornee, intratesticulara. Exista si alte cai mai putin utilizate - in
organele interne, la nivel de epiteliu lingual, etc. [187].

In general diversele cdi de administrare ale substantelor pe care dorim s& le
utilizam sunt selectate si aplicate conform unui protocol experimental. Alegerea caii
de administrare se va face tinand seama de mai multe criterii dependente de
animalul de laborator pe care dorim sa facem testarea, de tipul de substanta ce
urmeaza a fi testata, de posibilitatile tehnice si de dotarea laboratorului de
cercetare.

Aspectele ce concura la obtinerea unor rezultate foarte bune si
reprezentative sunt diverse si complexe, si de aceea este necesara stabilirea
protocolului experimental [188]. Cercetatorul stabileste caracteristicile si obiectivele
experimentului astfel incat rezultatele obtinute sa fie corecte si sa permita

interpretari statistice si biomedicale adecvate.

2.2.2.4. Prelevarea probelor biologice

Etapa de prelevare presupune recoltarea unor probe biologice in vederea
determinarilor in laboratoare specializate (e.g.: sange, lichide biologice, tesuturi
(biopsii, necropsii), organe. Scopul prelevarii de probe rezida in investigarea actiunii
substantelor luate in studiu pentru a obtine date de interes fizico-chimic referitoare
la concentratia, densitatea, pH-ul sau de interes biologic privind efectele asupra

diversilor metaboliti.
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Prelevarea probelor se poate face in cursul experientelor sau in faza
terminala a acestora. Pe animale de laborator se pot urmari diversele efecte sub
aspect cinetic sau dinamic vizand diverse substante — nutrienti, farmaconi, produse
de uz toxic necesare in combaterea daunitorilor. In cazul medicamentelor
chimioterapice se poate urmari mecanismul de actiune, precum si modificarile
homeostazice [189-190]. Probele pot fi reprezentate de fragmente de tesuturi si
organe - prelevate de la animalul viu prin biopsie sau de la cadavru prin necropsie.
De asemenea de la animale pot fi prelevate probe de sange sau alte lichide
biologice. Aceste probe sunt ulterior supuse diferitelor examene: biochimice,
microscopice, histologice, embriologice, toxicologice, hematologice, bacteriologice,
virusologice, conform protocolului experimental. Astfel de examinari pot furniza
diverse date asupra homeostaziei biochimice si asupra efectelor substantelor
testate.

Prelevarea probelor este o etapa foarte importantd, iar modul in care s-a
facut aceasta influenteaza direct rezultatele determinarilor analitice care se

efectueaza ulterior.

2.2.2.5. Conservarea probelor biologice prelevate
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Dupa parcurgerea tuturor etapelor preliminare ale protocolului experimental, un
rol aparte are modul conservare a probelor.

Metoda de conservare depinde de tipul probei prelevate (lichide biologice,
tesuturi, organe), dar si de analizele de laborator la care vor fi supuse. Astfel, pentru
sangele prelevat de la animale de laborator se recomanda pastrarea probelor in
eprubete sterile si in termostate la 37°C pana la analizarea efectiva sau se procedeaza
centrifugarea acestora. Astfel de prevederi sunt necesare pentru separarea serului
sanguin din sdnge, deoarece majoritatea metabolitilor biochimici se determina din ser
sanguin. Alte lichide biologice (urina, limfa) se conserva conform procedeelor specifice
care preced investigarea prin metode analitice.

Si in cazul tesuturilor si organelor prelevate de la diverse animale de laborator
se respecta prevederile din protocolul experimental avand fin vedere specificul
determinarilor analitice.

Pentru determinarea concentratiei metalelor - stiind faptul ca probele vor fi
calcinate - acestea se pot pastra la temperaturi scazute de refrigerare (2 + 4°C) daca
determinarile se fac in maxim 24 ore de la recoltare; sau la temperaturi de congelare
(-4 + -20°C) in cazul in care perioada de timp de la recoltare pana la determinare este
mai mare de 24 ore.

Pentru determinarea altor metaboliti din probele de tesuturi si organe - si in
special in cazul punerii in evidenta a unor eventuale modificari histologice - se
recomanda ca timpul scurs de la recoltare pana la determinare sa fie cat mai scurt
posibil.

De asemenea, trebuie avut in vedere faptul ca si procedeele de conservare pot
influenta pozitiv sau negativ (pot chiar compromite) rezultatele experimentelor. Este
necesar sa existe o corelare stansa intre metode de conservare si specificul
investigatiilor fizico-chimice, biochimice, microbiologice, histochimice etc., care urmeaza
a fi efectuate.

Aspectele legate de modul de prelevare si de conservare a probelor sunt
importante stabilindu-se ab initio, daca animalele vor fi in stare de constienta sau

anesteziate. De asemenea se stabileste daca prelevarea de probe se face de la animale
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in viatd sau post-mortem. Buna desfasurare a tuturor etapelor din cadrul cercetarii se

va reflecta intocmai asupra calitatii rezultatelor experimentale obtinute.

2.3. METODE DE INVESTIGARE PENTRU METABOLITI PROTEICI
SANGUINI

Metodele utilizate in analitica biochimica au in vedere materialul biologic luat
in studiu. Sangele contine metaboliti rezultati din fazele catabolica (de
biodegradare) si anabolicd (de biosintezd) precum si substante care acced in
organism sub forma unor medicamente chimioterapice sau a unor xenobiotice
prezente in mediul ambiant.

Sangele, mai frecvent plasma si serul sanguin constituie materialul biologic
principal pentru efectuarea diferitelor analize biochimice.

Din punct de vedere fiziologic si biochimic sangele constituie o cale de
transport atat pentru componentele biochimice necesare unor procese anabolice, dar

si pentru produsii de biodegradare rezultati din procese catabolice.
2.3.1. METODE DE INVESTIGARE PENTRU PROTEINE SERICE

Dintre metodele specifice pentru investigarea proteinelor serice
(serumproteinelor), in chimia clinica, in prezentul studiu s-a folosit metoda biuretului.
In continuare pentru determinarea fractiunilor electroforetice serice s-a utilizat
electroforeza pe hartie [86, 191, 192].

A. Determinarea proteinelor totale din serul sanguin.

Metoda biuretului utilizatd pentru deteminarea proteinemiei se bazeaza pe
prezenta in molecula proteinelor a gruparilor peptidice (-CO-NH-). Aceasta reactie
este pozitiva pentru toate substantele care au in structura cel putin doua legaturi
peptidice. Protidele reactioneaza cu sarurile de cupru in mediu alcalin formind un
complex de culoare violeta. Proteinele totale se determina fotocolorimetric prin citirea

extinctiei la A de 546 nm.
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Concentratia proteinelor serice (Cp), se poate calcula conform relatiei:

szApxCS
A

in care:
Ap-absorbtia probei
Cs-concentratia standardului
As - absorbtia standard
B. Determinarea fractiunilor electroforetice din serul sanguin
Metoda electroforetica apartine grupului de metode fizico-chimice, iar
utilizarea acesteia se preteaza pentru cercetari in domeniul biochimiei analitice.
Separarea si identificarea fractiunilor proteice albuminice si globulinice se
realizeaza prin electroforezd. Aceastd metoda permite confirmarea modificarilor
homeostazice de interes clinic in conditii patologice necunoscute [192]. De asemenea
se pot efectua cercetari experimentale privind efectul unor medicamente sau este
posibild monitorizarea efectelor terapeutice, evolutia unor stari morbide, etc.
Particulele proteice incdrcate electric migreaza sub influenta unui camp
electric, cu o anumita mobilitate care depinde si de puterea ionica a solutiei tampon.
in urma separérii proteinelor serice prin electroforeza se obtin fractiunile: albuminicd
si globulinicd. In cadrul acesteia din urm& se obtin subfractiunile: oi- globuline,

az-globuline, B-globuline si y-globuline.

2.3.2. METODE DE INVESTIGARE PENTRU DNA TISULAR

Determinarea acidului deoxiribonucleic (DNA) hepatice s-a realizat prin
metoda Ogur-Rosen (1950) modificata de Spirin (1958) [193,184]. Aceasta metoda a
fost adaptata pentru inregistrarea spectrografica in UV. Acidul nucleic din materialul
biologic este extras si hidrolizat in acelasi timp, cu acid percloric. Produsul biologic
luat Tn studiu dupad hidroliza prin care s-au eliberat acizii nucleici este supus
centrifugarii.

Dupa centrifugare se determina extinctia supernatantului la doua lungimi de

unda diferite pe domeniul UV: A de 270 nm si A de 290 nm. Diferenta dintre valorile
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extinctiei (E) citite pentru aceeasi proba deci Ez70 si Exgo si divizata cu 0,19, indica
concentratia fosfatului nucleic exprimat in pg intr-un ml [191].

Calculul concentratiei fosfatului din acizii nucleici (Cp-any) exprimata in pg/mg

tesut umed se face pe baza concentratiei fosfatului - specificul metodei - dupa
relatia:
C _ E270 B E290
P-AN) —
A 019
in care:

E 270 — extinctia hidrolizatului la A = 270 nm
E 290 - extinctia hidrolizatului la A = 290 nm
0,19 - indicele extinctiei specifice
in principiu de stie cd extinctia RNA si DNA in solutii pure, stabilitd
experimental, este diferita.
Concentratia acidului deoxiribonucleic (Cpna) din produsul analizat se
calculeaza folosind coeficientul mediu de transformare. Pentru determinarea DNA se

foloseste relatia:

CDNA = 10,3X C(PfAN)

in cazul determin&rii DNA coeficientul mediu de transformare este de 10,3,
iar in cazul RNA este 10,1. Diferenta este explicata de continutul procentual al

fosfatului din acizii nucleici: in RNA reprezinta 9,5 %, iar in DNA reprezinta 9,9%.

2.3.3. METODE DE INVESTIGARE PENTRU METABOLITI AZOTATI
NEPROTEICI

2.3.3.1. Determinarea ureei serice

Eliminarea ionului de amoniu NH4* are loc in urma catabolizarii aminoacizilor
in ciclul ureogenezei. Enzimele care catalizeaza aceasta reactie sunt sintetizate in
ficat, produsul final fiind ureea care este un metabolit netoxic, nepolar si cu o

moleculd mica, care se elimina prin rinichi [86, 195].
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Determinarea analitica a ureei se bazeaza pe formarea amoniacului si a
dioxidului de carbon care sunt sintetizate in urma hidrolizei ureei sub actiunea
ureazei. Amoniacul rezultat din descompunerea ureei reactioneaza cu acidul 2 -
oxoglutaric si cu NADH in prezenta glutamat dehidrogenazei (GIDH), rezultdnd acid
2-L-glutamic si NAD*. Intensitatea culorii este proportionald cu concentratia ureei din
proba. Determinarile spectrofotometrice de fac la lungimea de unda (1) de 340 nm

masurandu-se absorbtia. Reactiile mentionate se prezinta astfel:

ureaza
Urea + H20 » 2 NHst + CO»

Glutamat-Dehidrogenaza
2 NH4 + acid 2-oxoglutaric + 2 NADH —mM8™» acid 2 L - Glutamic + 2 NAD* +
2H20

Calcului concentratiei ureei (Cy) se face conform relatiei:

A
Cu=Csx—2"
AA,

in care:
Cs = concentratia standard
A, — absorbtia pentru proba
As — absorbtia pentru standard
Concentratia ureei se determina obignuit pentru probe de ser sanguin si urina
in cercetarile experimentale si in investigatiile de chimie clinica cand servesc la
stabilirea unui diagnostic sau prognostic.
Evident valorile difera cu specia, starea fiziologica, specificul experimentului
(la animale), sau este conditionatd de un anumit tratament instituit (Ila om). in cazul
ureei, la sobolani linia Wistar valorile normale ale ureei serice sunt 6.3-9.1 mmol/L
[196], respectiv 32-54 mg/dL. La om valorile de referinta sunt: in ser:22.6 mg/dL si
in urind: 1000-1600 mg/kg./zi.
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Valori diferite se pot decela in cazul diverselor experimente, evident si in
cazul inducerii de injurii biochimice la nivel tisular prin administrare de substante.

Nivelele crescute de uree pot fi asociate cu afectiuni renale, stare de
deshidratare, colaps circulator, hemoragie gastro-intestinala si coma diabetica. Valori

scazute ale ureei pot apare in cazul unor afectiuni severe ale ficatului.
2.3.3.2. Determinarea creatininei serice

Creatinina serica este un metabolit rezultat in urma deshidratarii spontane a
creatinei. In cantitate mare creatina se afld in tesutul muscular, sub formd de creatin
- fosfat, avand rolul de a stoca energia pentru conversia la adenozin - trifosfat
(ATP). Rata de formare a creatininei este relativ constanta, un procent de 1-2 % din
creatina totald din organism transformandu-se in creatinina dupa 24 de ore [197].

Creatinina si ureea serica prezintda valori ridicate la pacientii cu afectiuni
renale, in special in cazul unei filtréri glomerulare deficiente. in fazele incipiente ale
afectiunilor renale o crestere a nivelului seric de uree este urmata de o crestere a
nivelului seric de creatinind. Acest avantaj este contrabalansat de faptul ca nivelele
serice ale ureei sunt afectate de numerosi factori, printre care dieta, un anumit grad
de deshidratare, precum si perturbari ale metabolismului proteic. Pe de alta parte
nivelul seric de creatinina tinde sa fie constant si nu este afectat de aceeasi factori
amintiti mai sus. Creatinina serica este un parametru sanguin care se mentine in
limite relativ constante comparativ cu ureea [198, 199].

In cercetdrile experimentale vizadnd efectele metabolice ale unor nutrienti
/xenobiotice /produse chimioterapice se fac determinari curente si asupra creatininei
cunoscandu-se complexitatea efectelor asupra homeostaziei biochimice.

Metoda Jaffé folosita pentru determinarea creatininei serice este cea mai
veche metoda de identificare si dozare folosita si in prezent. In 1886 Jaffé a descris
reactia creatininei cu acid picric, iar in 1904 Folin a demonstrat utilitatea acestei
metode in determinarea creatininei serice si urinare [86].

Principiul metodei se bazeaza pe faptul cd in mediu alcalin creatinina

reactioneaza cu acidul picric formand un complex - picratul de creatinind care este
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colorat in galben portocaliu (reactia Jaffé). Intensitatea culorii formate este direct
proportionala cu concentratia creatininei si se evalueaza spectrofotometric Ia

lungimea de unda (1) de 512 nm determinandu-se absorbtia (A). Reactia generala

este:
(pH alcalin)
Creatinina + acid picric > picrat de creatinina
(complex galben - portocaliu)
Relatia de calcul folosita pentru a determina concemtratia creatininei (Cgr)
este:
Ap
Ca :(:sx_zg
in care

Cs = concentratia standard

A, - absorbtia pentru proba

As- absorbtia pentru standard

La sobolani linia Wistar valorile normale sunt cuprinse intre: 46,2-69,3umol/L
[196], respectiv 0,8 mg/dL [200].
Cu titlu informativ se mentioneaza ca la om, valori mai mici ca 0,2 mg/dL

(mai mici decat 18 pumol/L) sau valori negative apar mai rar la varste tinere si la
varste naintate [197]. La om se cunosc urmatoarele valori normale: in ser 1,00 -
2,70 mg/dL si in urind 24-40 mg/kgc/zi. Modificarile homeostazice ale acestor valori
se obtin Tn cercetarile experimentale care urmaresc evidentierea perturbarilor induse
de medicamente chimioterapice si evident in conditii patologice.

Marele avantaj al metodei Jaffé in determinarea creatininei rezida fin
simplitate si expeditivitate. Dezavantajul este reprezentat de interferentele care pot
apare cu alte substante (e.g.: acid ascorbic, acetona, acid acetilacetic, glucoza, acid
uric, antibiotice). Aceste substante intervin in formarea unor complexe cromogene cu

acidul picric.
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2.3.3.3. Determinarea acidului uric in ser

Acidul uric este un produs al metabolismului purinic. Aproximativ jumatate
din cuantumul de acid uric este nlocuit zilnic prin excretia urinara si prin degradarea
microbiand din tractul intestinal. Acidul uric este oxidat de catre uricaza la alantoina
si apa oxigenata. Aceasta sub influenta peroxidazei oxideaza dihidroxiaceton-fosfatul
la chinon-imind. Acest compus colorat este determinat spectrofotometric la lungimea
de unda A de 520 nm prin masurarea absorbtiei - A [201].

Succesiunea de reactii care evidentiaza determinarea enzimatica a acidului
uric este prezentata in continuare:

uricaza

Acid uric + 2 H,O + O —— & alantoina + CO; + 2H,0>

peroxidaza
2H,0; + 4 - aminoantipirina + fenol_____  chinon-imina
Determinarile de acid uric sunt necesare frecvent 1n cercetarile
experimentale, avand 1in vedere influenta exercitatd asupra homeostaziei
metabolitilor purinici. De asemeni sunt necesare in investigatiile clinice sau in
monitorizarea unor cazuri.
Concentratia acidului uric (Cay) se calculeaza in mg/dL sau (dupa aplicarea

indicelui de conversie) cu valoarea de 59,485, in umol/L. Relatia pentru calcul este:

Cau — Cs x% mg/dL x 59,485 = umol/L
in care
Cs = concentratia standard
A, — absorbtia pentru proba
As - absorbtia pentru standard
La animale de laborator, sobolani linia Wistar valorile normale sunt cuprinse
intre 0,60 - 3,00 mg/dL [200].

BUPT



74 Modalitati de investigare a efectelor cis-platinei in vivo - 2

La om se intalnesc urmatoarele valori normale: in ser: 0,50 - 3,40 mg/dL
si in urind: 8,00 - 12,00 mg/kgc/zi.

Nivele crescute de acid uric sunt asociate cu retentie de azot, uree, creatinina
si alti compusi non-proteici. Determinarea concentratiei de acid uric este folosita in

diagnosticul gutei si a insuficientei renale.

2.4. METODE DE INVESTIGARE A UNOR ELECTROLITI
METALICI SANGUINI

Investigarea electrolitilor metalici din sédnge este utilizata in cercetarile instituite
pe modele experimentale animale precum si in domeniul chimiei clinice pentru
diagnosticul diverselor afectiuni sau pentru monitorizarea cazurilor in care se urmareste
efectul unor medicamente chimioterapice.

Astfel de investigatii in cercetdrile de biologie/medicind  experimentala
intereseaza efectul diverselor substante - e.g.: nutrienti, ingrediente ale suplimentelor
alimentare, aditivi, (alimentari si farmaceutici), chimioterapice, substante de interes
strict toxicologic (spre a se cunoaste efectele cumulative ale diverselor xenobiotice
chimice).

in domeniul chimiei clinice datele analitice servesc diagnosticului (si uneori
prognosticului) in medicina umand si veterinard [202-204]. In cazul monitorizarii
efectelor unor medicamente, conjugate cu efectele altor factori ambientali se pot
efectua corelatii de interes medico-biologic. Adesea in acest scop datele de chimie
clinicda sunt asociate cu rezultatele diverselor explorari functionale (e.g.:
electrocardiografie, electromiografie, etc.).

Cercetarile pe modele care includ animale de laborator pot avea caracter
predictiv pentru conduita in nutritie, chimioterapie, dieta asociata acesteia, etc.

Conform WHO (World Health Organisation) in cercetdrile experimentale bazate
pe specificul chimiei clinice se folosesc metode analitice chimice (gravimetria,
volumetria) sau fizico-chimice (spectrofotometria UV-VIS, IR, spectroscopia de
absorbtie atomica, etc.) [205].

Investigarea electrolitilor sanguini luati in studiu in aceasta lucrare, se poate
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efectua prin ambele tipuri de metode (chimice si/sau fizico-chimice). In continuare se

vor discuta doar metodele utilizate in cazul studiului prezentat.

2.4.1. DETERMINAREA SODIULUI SI POTASIULUI

Datorita rolului pe cere-l indeplinesc in organism, sodiul si potasiul sunt
elemente de bazda n mentinerea homeostaziei organismului. Acestea indeplinesc in
organism o serie de functii de extrema importanta, intre care se mentioneaza: asigura
mentinerea presiunii osmotice si a balantei hidro-electrolitice in tesuturi si in sange;
intervin in contractia musculara, actioneaza ca activatori sau inhibatori ai unor enzime;
sunt implicate in metabolismul hidratilor de carbon, lipidelor si proteinelor; au si rol
morfogenezic intrand in structura unor tesuturi, etc.

Sodiul este principalul ion metalic prezent in sédnge care intervine in mentinerea
presiunii osmotice si a echilibrului acido-bazic. Datorita sistemelor homeostazice foarte
eficiente, doar in conditii extreme, patologice apar modificari ale electrolitilor. Scaderi
semnificative ale electrolitilor apar in graviditate, obstructie pilorica, nefrita sever3,
dupa administrarea de medicamente diuretice (saluretice), etc.

Potasiul creste mai ales in cazuri severe de boala Addison, coma uremica,
obstructie intestinala, si scade in diaree severa si vomismente. Deoarece continutul in
potasiu al hematiilor este de 20 de ori mai mare decat potasiul plasmatic, chiar si o
hemoliza usoara poate determina modificarea potasemiei [206].

Determinarea analitica Tn chimia clinica a sodiului si potasiului se face prin
metoda flamfotometricd. In acest stop se procedeazd la diluarea serului cu apa
deionizata (1/100).

Solutia stoc de sodiu se dilueaza la diferite concentratii prin adaugarea unei
solutii de 4,5 mmol/L, iar solutia stoc de potasiu prin adaugarea unei solutii de
140 mmol/L.

Valorile specifice pentru emisia in flacara in cazul Na si K sunt prezentate in
tabelul 2.1.
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Tabel 2-1. Valori caracteristice pentru emisia in flacara acetilenica in cazul

sodiului si potasiului

Element Lungimea de unda Limita de detectare (mol/L)
(nm)
-4
K 404,4 2.10
-5
Na 589.0 110

La sobolani linia Wistar, valorile normale 1in serul sanguin sunt de
138,5 mmol/L pentru sodiu [196], sau de 152,20 mEq/L [207], si respectiv 2,76 -3,95
mmol/L pentru potasiu [196],, sau de 5,40-5,70 mEqg/L ([207]. La om, valori normale in

ser pentru sodiu sunt: 135-145 mmol/L, iar pentru potasiu:3,6-5,0 mmol/L.
2.4.2. DETERMINAREA CALCIULUI

Existd diverse metode de determinare a calciului din serul sanguin, bazate pe
analize chimice si/sau fizico-chimice. In cazul experimentului nostru, pentru
determinarea analitica s-a folosit metoda colorimetrica cu o-crezolftaleina. Aceastd
metoda se preteaza pentru determinarea calciului din lichide biologice. Are loc formarea
unui complex violet intre calciu si o-crezolftaleind, in mediul alcalin. Lungimea de unda
(A) la care se face citirea este de 578 nm.

La sobolani linia Wistar valorile normale sunt 2,43-2,76 mEqg/L [196],
5,10 mEg/L [207]. Valori normale pentru calciul din ser la om sunt: 9-10,3 mg/dL.

Hipercalcemia apare in hiperparatiroidism, neoplasme cu metastaze osoase,
intoxicatii cu vitamina A si D. Hipocalcemia poate apare in cazul unei malabsorbiii
intestinale, a unei pancreatite acute, in caz de alcaloza sau datoritd unor perturbari ale

metabolismului vitaminei D, ale magneziului si fosforului.

2.4.3. DETERMINAREA MAGNEZIULUI
Dintre metodele de determinare a magneziului din lichide biologice a fost

folosita metoda cu albastru de xilidind. Aceasta metoda presupune formarea unui
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complex ce poate fi dozat spectrofotometric. Magneziul prezent in serul sanguin
formeaza un complex rosu cu o solutie alcoolica de albastru de xilidina, care este de
culoare albastra dupa adaugarea unei solutii tampon la pH de 9-10. Intensitatea culorii
obtinute este proportionala cu concentratia. Determinarea spectrotometrica se
realizeaza la lungimea de unda (A) de 520 nm.

La sobolanii linia Wistar valorile normale sunt de 2,66 mEqg/L [207]. La om,
valorile normale ale magneziului in ser variaza intre 1,5-2,2 mEqg/L sau 0,75-1,10
mol/L.

Valori scazute apar in pancreatitd acuta, sindrom de malabsorbtie, alcoolism
cronic, hiperparatiroidism, terapie cu diuretice. Valori crescute apar in uremie, precum

si n insuficienta renald acuta si cronica.

2.5. SPECTROSCOPIA DE ABSORBTIE ATOMICA iIN
DETERMINARI DE METALE DIN TESUTURI

Metodele spectrochimice apartin grupului de metode fizico-chimice. In cadrul
metodelor spectrochimice, spectrometria atomica se evidentiaza ca unul dintre
mijloacele cele mai redutabile pentru determinarile calitative si cantitative, de la
macrobioelemente la microelemente si mai departe la analiza de urme. Obtinerea de
informatii analitice in spectrometria atomica se bazeaza pe interactiunea intre radiatia
electromagnetica si materie [208-211].

Interactiunea atomilor liberi cu diferite forme de energie se poate desfasura in
trei moduri, corespunzatoare celor trei metode de spectrometrie atomica : emisia,
absorbtia si fluorescenta.

Pentru realizarea oricarei din cele trei modalitati de obtinere a semnalului
spectrometric proba trebuie adus& in stare de atomi liberi. In acest scop se procedeaza
la introducerea probei, adusa in solutie, intr-o plasma sau in flacara, unde in urma
evaporarii si disocierii termice a moleculelor se produc atomi liberi [208].

In investigatiile analitice asupra metalelor din tesuturi prezentate in aceastd

lucrare s-a utilizat spectroscopia de emisie si de absorbtie atomica.
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2.5.1. SPECTROMETRIA DE EMISIE ATOMICA

in cadrul spectrometriei de emisie atomicd se disting mai multe tipuri de
procedee: spectrometria in arc electric, in flacara, spectrometria de emisie atomica in
plasma si spectrometria cu laser. Dintre aceste metode, pentru prezentul studiu a fost
folosita spectrometria in flacara (flamfotometria).

Aceasta tehnica este caracterizata de faptul ca sursa de energie este o flacara,
fapt pentru care aceastda metoda se numeste “flamfotometrie” sau “fotometrie de
flacara”. Pulverizarea solutiei se realizeaza in flacara, are loc vaporizarea solventului,
disocierea sarii in atomi, care sub actiunea flacarii emit radiatia caracteristica [212].

Principiul si partile constructive ale unui spectrofotometru de emisie in flacara

sunt prezentate in figura 2-1.

Camera de cxcitaré
in flacara T Detector

Combustibil

Proba

Fig. 2-1 Schema de principiu a unui flamfotometru de emisie in flacara
[213]

O parte din atomii liberi formati pot absorbi energie din flacara trecand intr-o
stare de excitatie, care are o viata foarte scurtda, astfel ca atomii revin la starea
fundamentala prin emisie de fotoni cu lungime de unda caracteristica fiecarui element.
Fotonii emisi pot fi detectati cu un cuplu monocromator-detector.

In cazul metalelor alcaline se pot utiliza numai filtre de interferents.
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Intensitatea emisiei este direct proportionald cu concentratia metalului prezent fin

solutie. Pentru determinari cantitative este necesara intocmirea unei curbe de calibrare.

2.5.2.SPECTROMETRIA DE ABSORBTIE ATOMICA

2.5.2.1. Principii metodologice

Spectrometria de absorbtie atomica se defineste ca o metoda fizico-chimica de
determinare a concentratiei unui element dintr-o proba, prin masurarea absorbtiei
radiatiilor atomilor vaporizati. Masurarea se face la lungimea de unda din domeniul
vizibil sau ultraviolet, specificd elementului considerat [213].

Spre deosebire de flamfotometrie, spectrofotometria de absorbtie atomica
prezinta o sensibilitate mult mai mare. Atomii volatilizati in flacdra sunt excitati de sursa
unei radiatii care are o frecventa egala cu frecventa liniei de rezonanta a atomilor
respectivi. Aceasta frecventa este absorbitd de atomi, iar intensitatea radiatiei care
strabate flacdra este diminuata.

Intensitatea radiatiei absorbite este proportionala cu numarul atomilor prezenti
in flacara (concentratia) si cu grosimea stratului absorbant (latimea flacarii). Absorbtia
poate fi calculata cu formula:

A=K:l-c
in care:
A - absorbanta
K - constanta care include coeficientul specific de absorbtie
| - l1atimea stratului absorbant
¢ - concentratia atomilor in flacara (proportionala cu concentratia solutiei de
analizat)

Prin aceastd metoda devine posibila determinarea concentratiei unui element
dintr-o proba masurandu-se absorbtia radiatiei electromagnetice de o anumita lungime
de unda, caracteristica elementului analizat, la trecerea printr-un mediu omogen in care
atomii liberi ai probei sunt uniform distribuiti, sub forma de vapori rezultati in urma

pulverizarii solutiei in flacara.
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2.5.2.2. Aparatura necesara - generalitati

Determinarile analitice in investigatiile prin metoda spectrofotometriei de
absorbtie atomicd (SAA), necesita o aparatura speciala care include in principiu:
a) sursa de radiatie; b) sistemul de atomizare; c) monocromatorul; d) detectorul; €) un
sistem de evaluare a datelor [210].

Schema bloc a spectrometrului de absorbtie atomica si principiul de functionare

sunt prezentate in figura 2-2.

Flacara
@ _"'I > Monocromatorul — Detector
Larmpa cu
catod cavitar .
Arzator |at
Combustibil —» —— Camera de amestec si
pulverizare armplificator
[
AL ——
oxidant |

Sistern de
evaluare a
datelor

Zolutia cu proba de
analizat

Fig. 2-2 Schema bloc si principiul de functionare a unui spectrometru de absorbtie atomica

In continuare se prezinta date generale referitoare la partile constitutive ale

aparaturii pentru SAA si sumare descrieri asupra functionalitatii acestora.
2.5.2.2.1. Sursa de radiatie

In domeniul SAA se utilizeazd diverse surse de radiatii. Principalele surse
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utilizate n absorbtia atomica sunt: lampile cu catod cavitar, lampile cu descarcare in
gaze si lampile cu descarcare fara electrozi. Alte surse mai rar utilizate sunt : laserul,
flacara, plasmele analitice.

Cerinta principald pentru o sursd, in spectrometria de absorbtie atomica este
aceea de a prelua radiatia de rezonanta specifica a elementului studiat cu o semilargime

a liniei inferioara lungimii de unda pentru absorbtie.
2.5.2.2.2, Sisteme de atomizare

Obtinerea populatiei de atomi liberi este una din cele mai importante
caracteristici ale spectrofotometriei de absorbtie atomica (SAA). In SAA se pot folosi, in
principiu doua sisteme: a) atomizarea in flacara; b) atomizarea fara flacara (in cuptor
electric).

a) Atomizarea in flacara. Reprezinta un procedeu mai economic. Flacara poate fi
usor interfatatd cu un sistem adecvat de introducere a probelor solide, lichide si
gazoase. In absorbtia atomicd proba este introdusd in flacird sub form& de aerosoli,
generati cu ajutorul unui nebulizator. In flacdrd aceasta suferd succesiv procese de
atomizare, excitare si ionizare.

Din punct de vedere chimic flacara este rezultatul unor procese de ardere intre
un combustibil si un agent oxidant. Reactiile dintre acestia sunt puternic exoterme,
rezultatul fiind obtinerea unui mediu cu o temperatura suficient de mare pentru
realizarea atomizarii.

Principalele flacari utilizate in absorbtia atomica sunt: propan-aer, aer-acetilena
si acetilena-protoxid de azot.

Temperatura flacarii este adesea cea mai importanta caracteristica a unei flacari
atunci cand se ia in considerare utilizarea acesteia in absorbtia atomica. Temperatura
este parametrul care guverneaza distributia energiei dupa diferite grade de libertate,
distributia produsilor de disociere sau ionizare si distributia spectrala a radiatiei.

b) Atomizarea in cuptor electric. Pentru evitarea deficientelor atomizarii in
flacara, s-a introdus sistemul de atomizare electrotermica, in cuptor cu grafit. S-a

realizat astfel un salt calitativ pentru aducerea probei in stare de atomi.

BUPT



82 Modalitati de investigare a efectelor cis-platinei in vivo - 2

Proba se introduce in cuptor prin orificiul central al unui tub de grafit. Prin
controlarea curentului aplicat, se poate stabili temperatura la care trebuie incalzit tubul,
putandu-se ajunge pana la maximum 3000°C. Prin carcasa instalatiei se circula apa
pentru a nu fi transmisa caldura in exterior si pentru a asigura racirea rapida dupa
efectuarea fiecarei determindri. Pentru a se evita oxidarea cu aer a grafitului in timpul
incalzirii, cilindrul se afla plasat intr-o atmosfera controlata de gaz inert, prin doua
circuite: interior si exterior.

Durata atomizarii este de 4-8 secunde. Datoritd incalzirii bruste n etapa
atomizarii, semnalul Tnregistrat are forma unui maxim de absorbtie ingust si a carui
indltime este proportionald cu cantitatea din elementul de determinat.

Folosirea acestui sistem de atomizare permite luarea in lucru de cantitati mici
de proba, de ordinul zecimilor sau chiar sutimilor de mililitru. De asemenea, limita de
detectie este de 2-3 ordine de marime mai mica prin folosirea sistemului de atomizare
electrotermica, decéat in cazul atomizarii in flacara.

Un avantaj important al atomizarii fara flacara constituie faptul ca nu este
necesara o tratare prealabild a probelor, mai ales a celor de natura organica, din
aceasta categorie facand parte si unii compusi biologic-activi. In cazul unor astfel de

probe, matricea de natura organica este descompusa in etapa de calcinare.
2.5.2.2.3. Monocromatorul

Monocromatoarele sunt sisteme de limitare a lungimii de unda, cu ajutorul
acestora se poate izola o banda spectrala ingusta, ce poate fi selectatda dintr-un
domeniu spectral mai larg. Un monocromator include o fanta de intrare si un colimator
care focalizeaza imaginea fantei pe un dispozitiv de dispersie.

Dispozitivul de dispersie poate fi o prisma sau o retea de difractie. Radiatia
incidentd este dispersatda dupa trecerea prin prisma sau dupa reflectarea ei de catre
retea. In continuare, sistemul de focalizare preia radiatia dispersatd, reproduce
imaginea fantei de intrare si o proiecteaza pe o fanta de iesire. O astfel de imagine este

reprodusa pentru fiecare lungime de unda cuprinsa in radiatia incidenta.
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2.5.2.2.4. Detectorul

Detectoarele folosite in spectrometria de absorbtie atomica sunt de tip
fotoelectric. Din punct de vedere al constructiei spectrometrelor de absorbtie atomica,
se disting doua configuratii de baza: cu un singur fascicul si cu doua fascicule.

Un spectometru cu un singur fascicul prezintd avantajul unei luminozitati
ridicate, foarte importanta in cazul determindrii unor elemente cum ar fi seleniu sau
arsen si functioneaza astfel: un fascicul de radiatii de la sursa, dupa ce trece de
sistemul de atomizare, patrunde in monocromator unde este dispersat de prisma sau de

retea.
2.5.2.2. Sistemul de evaluare a datelor

In functie de aparat, instrumentul de m&surd al spectrometrelor de absorbtie
atomica permite citirea transmitantei (T) in procente, pe o scalda liniara sau a
absorbantei (A) pe o scala logaritmica [214].

Sistemul de evaluare permite compararea semnalului obtinut dupa absorbtia
radiatiei de rezonanta provenita de la sursd, cu semnalul corespunzator intensitatii
incidente a acestei radiatii. Raportul celor doud intensitati, exprimat in procente,

reprezinta transmitanta probei (T). Valoarea acesteia este data de relatia:

T :100><:—t

a

in care:
I; = intensitatea radiatiei transmise;
I, = intensitatea radiatiei incidente.
La aparatele moderne, transmitanta (T) este convertitda electronic direct in
extinctie (E), ale carei valori apar pe o scald liniara sau sunt afisate in sistem digital.
Absorbanta (A) este direct proportionala cu concentratia solutiei pulverizate in
flacdra. Semnalul nu depinde deci de volumul total al acestei solutii. Pentru exprimarea

absorbantei se foloseste relatia:

sl )
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in etapa urmatoare, printr-un program matematic inclus fn memoria
computerului, are loc extrapolarea automata pe curba de etalonare, a absorbantei (A)
corespunzitoare pentru substanta aflatd in proba de analizat. In final este afisat direct

electronic rezultatul reprezentand concentratia probei.
2.5.2.3. Stabilirea selectiva a unei tehnici de analiza

La elaborarea unei metode de analiza prin spectrometria de absorbtie atomica,
trebuie s& se tind seama de o serie de factori care pot influenta determinarea. Intre
acestia se mentioneaza:

1) Comportarea specifica a elementelor in spectrometria de absorbtie atomica.

Proprietatile fizice si chimice ale elementului de analizat, ca de exemplu:
volatilitatea, solubilitatea in diverse medii, potentialul de ionizare, valenta, gradul de
oxidare, pot influenta rezultatul determindrii. In functie de proprietdtile mentionate,
trebuie stabiliti corect o serie de parametri ca: natura flacarii sau compozitia mediului
de dizolvare.

2) Interferentele ce pot aparea in spectrometria de absorbtie atomica.

Interferentele reprezinta totalitatea fenomenelor fizice si chimice care
actioneaza asupra elementului de determinat si care au drept rezultat modificarea
semnalului analitic. Aceste se pot clasifica, in functie de mecanismul care le genereaza,
in: a) interferente spectrale; b) interferente fizice; c) interferente chimice.

Existda o serie de procedee pentru micsorarea si eliminarea interferentelor de
formarea compusilor stabili in faza condensata. Printre acestea se mentioneaza:

a) indepartarea anionilor care interfera prin tehnici chimice, in special prin
schimb ionic;

B) adaugarea unui exces de anioni care interfera atat in proba cét si in solutiile
standard;

y) folosirea unei flacari mai fierbinti - este necesara pentru metalele alcalino-
teroase in care caz se utilizeazd o flacird de protoxid acetilend. In timp ce temperatura

flacarii este suficient de mare pentru a elimina interferentele ionice, folosirea unei
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flacari mai fierbinti induce un alt efect cunoscut sub denumirea de interferenta de
ionizare.

0) adaugarea unui "curent de eliminare" este tehnica cea mai des utilizata; un
agent de demascare este o sare a unui metal care formeaza un compus stabil cu
anionul care interfera. Astfel clorurile de lantan sau alte pamanturi rare sunt foarte
utile, iar clorura de strontiu poate functiona ca agent de demascare pentru calciu si
magneziu, in prezenta anionilor cu care interferd. In functie de natura lor reactivii
utilizati pentru eliminarea interferentelor chimice pot actiona in douda moduri. O
categorie de reactivi formeaza un compus mai putin stabil termic cu analitul decat cu
elementul interferent. Alti reactivi formeazd complecsi metalici cu analitul sau
interferentul si impiedica reactia dintre analit si interferent.

Interferentele in faza solida cresc la folosirea flacarilor cu temperaturi scazute.
Astfel in flacari aer-propan sau aer-hidrogen in care disocierea termica este incompleta,
analitul poate reactiona in flacara cu oxigenul, radicalul hidroxil sau chiar cu hidrogen,
pentru a forma noi compusi.

Formarea lor este diminuata la folosirea unor flacari mai bogate in combustibil.
Gradul de interferente este variabil la inaltimi diferite ale flacarii, astfel ca nivelul
semnalului de absorbtie este dependent de zona de observare. Deoarece sensibilitatea
este direct proportionalda cu constanta de descriere a compusului ce contine analitul,

compozitia flacarii trebuie sa ramana constanta pe tot parcursul determinarilor.

2.6. ASPECTE GENERALE PRIVIND EVALUAREA STATISTICA A
DATELOR

Cercetarea biologica se bazeaza pe rezultate obtinute pe un numar limitat de
observatii din multiplele posibile, este deci o ,cercetare pe esantion”. Este cunoscut
faptul ca aceeasi substanta activa, experimentata prin aceeasi metoda, poate da
rezultate diferite, nu numai in laboratoare diferite, chiar si in acelasi laborator. De aceea
cunoasterea de catre cercetator a factorilor care determina aceasta variabilitate,
precum si a tipurilor de erori ce pot s apard este o necesitate. In acest cadru general

se fac mentiuni privind eroarea absoluta, eroarea relativa.
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Eroarea absoluta (Ea) reprezinta diferenta numerica dintre valoarea decelata de

catre experimentator si valoarea reala a unei marimi:

E,=[M-A
in care:
M - valoarea masurata
A - valoare adevarata

Factorii de eroare care pot fi inldturati alcatuiesc asa numitele erori sistematice
si ele afecteazd exactitatea rezultatului. Acestea au un caracter constant, adica
distorsioneaza rezultatele determinarilor intr-un singur sens, cu o valoare constanta
fata de continutul adevarat. Erorile sistematice pot avea origini diverse, fiind rezultatul
uneia sau mai multor cauze care actioneaza concomitent. Astfel de erori apar in urma
folosirii incorecte a instrumentelor de masura incluse in sistem, a unei calibrari
incorecte, a folosirii unor reactivi de puritate necorespunzatoare, etc.

Factorii care tin de reactivitatea individuald, de exemplu, nu pot fi inlaturati, ei
determinand ceea ce numim erori aleatoare (intdmplatoare), care afecteaza atat
exactitatea cat si precizia rezultatelor experimentale.

Eroarea relativa (E;) - reprezinta apropierea valorii numerice determinate
experimental de valoarea adevarata:

M-A
M

Raportul de mai sus reprezinta eroarea relativa, exprimata uzual in procente.

E 100

Cu cat rezultatul obtinut se apropie mai mult de rezultatul real, cu atat determinarea
este mai exacta.

Precizia unei determinari este data de concordanta valorilor obtinute in urma
determinarilor efectuate. Se spune despre o metoda ca este precisa cand rezultatele
determinarilor sunt reproductibile, adica sunt mai apropiate ca valoare in experimente
repetate [215, 216].

Prelucrarea statistica a datelor se face la finea determinarilor analitice, si are

drept scop estimarea riguroasa a rezultatelor analitice. Pentru aceasta se calculeaza
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prioritar media ( )?) si deviatia standard (AS).

Media ( X ) - este valoarea numericd obtinutd prin impértirea sumei unei serii

de masuratori identice la numarul rezultatelor individuale din serie:

= 2%
n

in care:
Xi = masuratorile individuale
n= numarul total de masuratori
Cu cat numarul determinarilor creste, cu atat media acestor numere se apropie
tot mai mult de rezultatul adevarat, totusi exista o limita practica, care este data fie de
metoda de masurare, fie de cantitatea de proba luatda pentru efectuarea analizei.
Alegerea masuratorilor (care trebuie retinute si care eliminate) depinde de gradul de
precizie cerut pentru analizele respective.
Deviatia standard numitd si abaterea standard notata AS se foloseste in cazul
mai multor masuratori luate pe o singura proba, iar rezultatele se vor apropia de o
curba de distributie normalad, in care frecventa de raspandire a masuratorilor este data
de valoarea masuratorii.

Valoarea abaterii standard DS, poate fi obtinuta cu ajutorul relatiei:

ps - )

n n
in care:

X; — X - abaterea valorilor individuale

n — numarul de probe

Testul numit abaterea medie se foloseste atunci cdnd masuratorile sunt mai

mult de trei, iar dacd o m3surdtoare deviazd de la medie mai mult decat 4d aceasta va

fi exclusa [216].
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Abaterea medie (d_) este calculata cu relatia:

q Z(Xi _)_()
Bl n
in care:
Xi — X este valoarea absoluta a abaterii valorii individuale x; fata de media
aritmetica
Distributia t se aplica in cazul in care nu este posibila efectuarea unui numar
mare de masuratori, iar rezultatul provine din media calculata care poate fi diferita de

media distributiei. Distributia t prevede limitele in care o medie va corespunde cu media

distributiei.
Formula de calcul a diferentelor semnificative in cazul testului t se calculeaza cu
formula:
t= X=X [h-h
S, n +n,
in care:

X; — X, - media rezultatelor esantionului 1 si 2

ni, N2 - numarul de animale din esantionul 1, respectiv 2,

Sq = eroarea standard a diferentei, care se calculeaza conform formulei:

n care:
Zdlz +Zd22 = ZZ—X_ZTn esantioanele 1 si 2

xi + valorile individuale in esantioanele 1 si 2.

In cadrul cercetdrilor experimentale efectuate, evaluarea statisticd s-a ficut cu
ajutorul programului Microsoft Excel. S-a calculat si probabilitatea (p), urmarindu-se

semnificatia datelor analitice.
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3. INVESTIGAREA ACTIUNII CIS-PLATINEI PE
MODELE EXPERIMENTALE ANIMALE

3.1. CONSTITUIREA MODELULUI EXPERIMENTAL

Investigatiile asupra animalelor de laborator concepute pe ,modele
experimentale” sunt utilizate curent in domeniul biologiei si medicinei cu aplicatii
in fiziologie, biochimie, farmacologie, nutritie, toxicologie, biologie moleculara, etc.
[99, 120, 189, 217-219].

Importanta pe care o prezinta utilizarea animalelor de laborator pentru
cercetarea actiunii diverselor substante chimice a condus la dezvoltarea unei
adevarate ,industrii” de crestere si ameliorare. Scopul final a fost extinderea
cresterii animalelor din diverse specii care se preteaza pentru cercetarile
experimentale. De asemenea s-a urmarit obtinerea unor rase selectate, iar in
cadrul raselor a unor linii mai rezistente la conditiile de mediu, deci mai
performante pentru scopuri experimentale [220].

Experimentele pe animale au avut o contributie remarcabilda in
descoperirea efectelor biochimice si patobiochimice a efectelor fiziologice si
fiziopatologice, precum si a efectelor terapeutice [221-226]. Experimentele pe
animale sunt necesare pentru cercetarea farmacologica a medicamentelor
chimioterapice, pentru cercetarea nutritionald a nutrientilor si xenobioticelor de
interes alimentar (e.g.: aditivi de sintezd), precum si pentru cercetarea diverselor
substante utilizate pentru combaterea ddunatorilor in fitopatologie [227]. In
cercetarile farmacologice in prezent se intreprind investigatii pe voluntari sanatosi,
chiar dacd nu existd un beneficiu imediat [228].

Comunitatea Europeana a adoptat propriile legi privind cercetarea pe
animale inca din anii '60 (Declaratia de la Helsinki, adoptata la a 18-a Adunare
Generala a Asociatiei Medicale Mondiale, Helsinki, Finlanda, iunie 1964, cu
amendamente elaborate succesiv in 1975, 1983, 1989, 1996, 2000, 2002, 2004;
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Conventia Europeana de la Strasbourg din 1986, privind drepturile animalelor
vertebrate utilizate in scop experimental sau pentru alte scopuri stiintifice, care a
intrat in vigoare in ianuarie 1991, adoptata si de tara noastra).

In cercetarile experimentale trebuie aplicate metode de anestezie
generald, de analgezie sau orice alte metode concepute in scopul diminuarii pe cat
posibil a durerii si stresului suferite de animale. Exceptie fac cazurile in care
metodele de reducere a durerii interfera cu rezultatele cercetarii si cand stimulul
dureros aplicat la animal nu produce modificari ale starii fiziologice a acestuia.

Datele rezultate din investigatiile experimentale permit emiterea de noi
ipoteze cu privire la fenomenele care se petrec, bazandu-se pe un criteriu care
controleaza gandirea si ofera cunoastere.

in acceptia gnoseologica orice rationament bazat pe experiment este
caracterizat printr-un punct de plecare - o ipoteza, o supozitie si o concluzie a
rationamentului. Astfel se poate ajunge la descoperirea unei teorii care explica un

fenomen.

3.2. PREGATIREA ANIMALELOR DE LABORATOR

In investigarea mecanismelor de actiune ale diverselor substante utilizate
ca medicamente chimioterapice, ca aditivi alimentari, sau in combaterea bolilor si
daunatorilor la plantele de cultura si parazitilor la animale domestice se folosesc
modele experimentale animale.

In astfel de situatii se efectueazd cercetdri experimentale cu duratd
limitata, dar si unele experimente cu durata mai mare, care vizeaza efecte
genetice (mutagene) si efecte teratogene.

in vederea cercetdrii efectelor induse de cis-platind la animalele de
laborator, s-au constituit modele experimentale in care au folosit sobolani din
linia Wistar, pornind de la premiza ca exista anumite caracteristici morfologice si
fiziologice asemanatoare speciei umane. Rezultatele experimentelor intreprinse pe
animale de laborator se preteaza a fi extrapolate la om [229]. Studiul actiunii cis-
platinei asupra animalelor de laborator se refera la efectele consecutive
administrarii pe cale intraperitoneala a acesteia.

Alegerea animalelor de experienta a avut in vedere tema propusd pentru

studiu, precum si complexitatea experimentului. Pentru aceasta s-au luat in
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3.2. Pregatirea animalelor de laborator 91

considerare cateva aspecte, si anume: specia animalului, rasa, linia, greutatea
corporald, sexul, varsta, starea fiziologica. De asemenea se au in vedere date
referitoare la substantele testate: proprietatile fizico-chimice (e.g.: starea de
agregare), calea de administrare a substantelor, etc.

Sub aspect evolutiv initial in desfasurarea unor experimente, indeosebi n
medicina veterinara si zoocultura s-au folosit animale de productie - care se cresc
obisnuit in ferme (i.e.: cabaline, bovine, ovine, porcine si chiar pasari). Aceste
experimente au prezentat multe incoveniente, motive pentru care s-a renuntat
preferéndu-se utilizarea in laboratoarele de cercetare cu profil de fiziologie
comparata, nutritie, farmacologie, etc., a cainilor si pisicilor. Ideea insd a
determinat constituirea de Asociatii pentru protectia animalelor - care considera
aceste specii ca fiind animale excelente de agrement, de companie si de paza si
s-a urmarit obtinerea de legi pentru a le proteja.

in aceste conditii in laboratoarele de cercetare s-a procedat la utilizarea in
experimente a rozatoarelor (soareci, sobolani etc.) ca animale de laborator.
Animalele mai frecvent utilizate Tn scopul cercetarii experimentale sunt:
soarecele, sobolanul, cobaiul, hamsterul, iepurele, broasca, si gerbilul [207].
Cresterea animalelor pentru experiente se practica in microintreprinderi special
destinate acestui scop numite ,biobaze”.

Cresterea in biobaza trebuie sa asigure un cadru optim de microclimat
(temperatura, umiditate, lumina, zgomot), astfel incat animalele sa fie in perfecta
stare de sanatate In momentul inceperii experimentelor si sa faca parte din specii,
rase si linii distincte cu anumite performante biologice. Conditiile de microclimat
pot influenta foarte mult rezultatele experimentale si pot conduce la date eronate.

Alimentatia animalelor destinate cercetarilor experimentale reprezinta un
alt aspect esential care se stabileste diferit in baza normelor si standardelor in
vigoare. Astfel, alimentatia prezinta caracteristici specifice fiecdrei specii, varste si
fiecarei categorii de animale. Ratia alimentara a animalelor va asigura necesarul
de principii nutritive: glucide, lipide, protide, saruri minerale, vitamine si fibre
alimentare care de asemenea este caracteristica fiecarei specii de animale.

Ameliorarea animalelor de experienta a avut in vedere scopul folosirii
ulterioare a acestora pentru diverse experimente. Trebuie luata in considerare si
reproducerea animalelor. Ameliorarea raselor de animale urmareste obtinerea

unor linii de animale cu caracteristici diferite. Tehnicile folosite sunt diverse, dar
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cele mai folosite sunt metoda fincrucisarii interrasiale si metoda fncrucisarii
intrarasiale [220, 230].

Prin cresterea animalelor in biobaze se incearca evitarea modificarilor
induse de arealul habitual al acestora, situatie care poate avea efecte indezirabile
asupra comportamentului. Astfel existd exemplare care se incadreaza in
standardele morfofiziologice ale speciei, si in ,parametrii” fiziologici normali
biochimici si hematologici. Aceasta se confirma prin datele generale care definesc
~homeostazia biochimica” si ,homeostazia termicd”, precum si ,homeostazia
morfofiziologica” [231].

Animalele au un comportament inndscut sau dobandit, care difera in
functie de specie si de varsta. Un aspect deosebit de important este asa-numitul
comportament colectiv, de grup, sau de colonie - care poate fi intalnit la
aglomerari de animale. De asemenea se distinge un comportament individual -
care este caracteristic la exemplarele izolate [232] .

Urmarirea acestor aspecte referitoare la animalele de laborator are drept
obiectiv final obtinerea de rezultate experimentale reproductibile, obiective, care

sa respecte normele activitatii de cercetare in acest domeniu.

3.3. SPECIFICUL METODOLOGIEI EXPERIMENTALE

Experimentele efectuate pe animale de laborator sunt caracterizate de
cateva aspecte specifice, diferite de la procedeu la procedeu si de la animal la
animal [178, 233]. In abordarea oricrei metodologii experimentale este necesara
o bund cunoastere a tehnicilor de contentionare a animalelor, a relatiei doza -
efect, a modului de prelevare a probelor, dar si a tehnicilor de conservare a
probelor biologice prelevate.

Contentia animalelor este necesara pentru protectia experimentatorului,
dar si pentru facilitarea efectudrii examinarilor, prelevarea probelor si prevenirea
transmiterii unor boli. Alegerea mijloacelor si metodelor de contentie se face in
functie de specie, varsta, talie, temperament si scopul urmarit. Contentia se poate
realiza prin imobilizare propriu-zisd, preferabil prin utilizare de anestezice, sau
prin provocarea unei dureri intr-o zona sensibild asupra cdreia animalul isi va

concentra atentia.

BUPT



3.3. Specificul metodologiei experimentale 93

in cazul sobolanilor contentionarea urmareste imobilizarea acestora prin
prinderea cozii si a pielii din regiunea cefei. In continuare animalul este pregétit

pentru narcoza (fig. 3-1).

Fig. 3-1 Faza de preanestezie a animalelor

in ceea ce priveste prelevarea probelor sanguine, aceasta trebuie
efectuata in conditii propice determindrilor analitice, evitand hemoliza sangelui.

in astfel de cercetari se are in vedere faptul c& modul de conservare poate
influenta (sau chiar compromite) rezultatele experimentelor. Este necesar sa
existe o corelare foarte stransd fintre parametrii biochimici, hematologici,
microbiologici etc. care urmeaza a fi determinati dupa prelevarea si conservarea
probelor biologice.

Aceste aspecte legate de modul de conservare a probelor sunt tot atat de
importante si pentru probele prelevate de la animale in stare de constienta sau
anesteziate, (i.e. cazul biopsiilor) cat si in cazul prelevarii de probe de la animale
care au fost in prealabil suprimate (e.g. cazul necropsiilor). in aceastd lucrare se
va utiliza termenul de ,animale suprimate” in scop experimental. Se atrage atentia
ca notiunea de ,animale sacrificate” are o semnificatie bine definitd si aflata in
relatie cu ,ritualuri sacre”. Parcurgerea literaturii de specialitate, chiar la modul
orientativ , este edificatoare in acest sens.

Tehnica de conservare trebuie adaptata tipului de proba prelevata (sange,

tesuturi, organe), dar si analizelor la care acestea vor fi supuse.
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Probele de sange vor fi pastrate in vacutainere cu sau fara anticoagulant,
in functie de scopul urmarit, (prevederile protocolului experimental), in termostate
la 37°C pana la efectuarea analizelor. Dupa caz, se poate proceda la centrifugarea
imediata a acestora, in vederea separarii serului sanguin.

Organele si tesuturile se vor conserva conform prevederilor protocolului
experimental si metodelor analitice preconizate a fi folosite. In vederea
determinarii continutului de metale din diferite organe, anterior calcinarii probelor,
acestea vor fi pastrate la temperaturi cuprinse intre 2 - 4°C, daca determinarile se
efectueaza Tn maxim 24 de ore de la recoltare. Dacd perioada de timp dintre
momentul recoltarii si momentul determinarii continutului de metale este mai
mare, probele se pastreaza la congelator (intre -4 si - 20°C ). Se evita mentinerea
in ambalaje cu continut de metale sau in solutii (e.g.: ser fiziologic).

Conditiile de conservare pot influenta rezultatele investigatiilor analitice
experimentale. Buna desfasurare a tuturor etapelor din cadrul cercetarii se va

reflecta asupra calitatii rezultatelor experimentale obtinute.
3.4. ADMINISTRAREA SOLUTIEI DE CIS-PLATINA

in scopul realizarii experimentelor propuse, privind efectele cis-platinei
asupra homeostaziei biochimice s-au folosit animale de laborator - sobolani linia
Wistar, (femele si masculi), de varstd si greutate apropiatd. In acest sens s-a
urmarit alegerea de animale cu stare buna de sanatate, fara leziuni externe.
Starea de sanatate si comportamentul acestora in grupa (esantionul) luat in
cercetare s-a urmarit o perioada de timp considerata ca ,perioada de carantina”.

Pentru administrarea  cis-platinei s-a procedat la injectarea
intraperitoneald. Pentru cercetdri s-au folosit doua modele experimentale:
a) primul a urmarit investigarea concentratiei DNA hepatic si a proteinelor serice;
b) secundul a vizat determinarea unor compusi care definesc homeostazia
biochimica a metabolitilor azotati neproteici si metalelor in sange si tesuturi.

in cazul ambelor experimente, (descrise in continuare) dupd asezarea
animalelor pe grupe in custi, toate animalele au fost marcate pentru a putea fi
monitorizate. Animalele au fost marcate prin crestarea urechilor la varf, si la baza,
in locuri diferite pentru fiecare animal. Crestarea s-a facut conform unui cod

numeric care a permis identificarea fiecarui animal.
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Se precizeaza ca nu s-a utilizat marcarea cu substante chimice, si nici nu
s-a procedat la taierea unghiilor. in prima situatie substantele fie nu persistau pe
blana sau pielea animalului, fie erau absorbite prin piele sau ,preluate” pe cale
bucald, existand de asemenea riscul unor distorsii ale rezultatelor analitice.

Animalele au fost lasate in aceste grupe situate in custi timp de patru zile,
timp in care au fost alimentate si hidratate corespunzator (fig. 3-2). In acelasi
timp, ele au putut sa3 se acomodeze la conditiile de microclimat, la temperatura,

lumina, umiditate, aer, eventuale zgomote.

Fig. 3-2 Constituirea grupelor experimentale

Dupa marcare, animalele au fost cantdrite, pentru a putea fi urmarite pe
parcursul experimentului, observand eventualele modificari in greutate aparute in
cursul experimentelor.

Inainte de administrarea solutiei de cis-platind s-a procedat la o
anesteziere a fiecarui animal pentru a evita eventualele accidente ce pot apare pe
durata adminstrarii intraperitoneale. Anestezicul folosit a fost ketamina sub
denumirea comerciala de Calypsol (flacon de 10 ml care contine 500 mg clorhidrat
de ketamind). Solutia de anestezic a fost astfel administrate incat 0,8 ml (32 UI)
din solutie sa corespunda la 100 g greutate corporalda (raportare la greutatea
corporala conform prospectului). Efectul anestezicului se instaleaza la 10-15

minute de la administrarea acestuia si a durat aproximativ o ora.
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Atat administrarea anestezicului cat si a solutiei de cis-platina s-a facut cu
seringi de unica folosintd. Dupa instalarea narcozei s-a procedat la administrarea
solutiei de cis-platina pe cale intraperitoneald (i.p.). Aceasta cale de administrare
a fost aleasda deoarece permite o mai rapida difuziune a substantei
medicamentoase n organism [234].

Administrarea intraperitoneala a fost precedatda de contentionarea
animalului si apoi de administrarea propriu-zisa a substantei de testat. Astfel
animalul a fost pozitionat cu capul in jos pentru ca viscerele abdominale sa se
deplaseze 1in directia craniana si pentru a nu produce leziuni in timpul
administrarii. La o astfel de administrare injectarea se face in jumatatea caudala

abdomenului (vezi fig. 3-3).

Administrare 5
intraperitoneald  \

Fig. 3-3 Administrarea intraperitoneala la sobolani

Dupa injectarea intraperitoneald, animalul este asezat din nou in cusca
sa, fiind atent monitorizat cu privire la comportarea sa post-narcoza, precum si la
eventualele manifestari care pot apare ulterior.

Se reitereaza faptul ca in cadrul cercetdrilor experimentale s-au efectuat
doud serii de experimente deci s-au utilizat doua ,modele experimentale” prin
care s-au urmarit efectele induse de cis-platina la animale de laborator — sobolani
linia Wistar. Astfel:

a) prima dintre acestea urmarind aspectele legate de biosinteza

proteinelor si biosinteza DNA hepatic la sobolan;
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b) secunda urmarind efectele asupra metabolitilor azotati neproteici si a

metalelor din sange si din tesuturi.
3.4.1. PRIMUL EXPERIMENT

In primul experiment, asa cum s-a mentionat, s-au urméarit modificirile
homeostaziei biochimice induse de cis-platind asupra proteinelor serice
(serumproteinelor) si asupra acidului deoxiribonucleic (DNA) hepatic. In acest scop
s-a constituit un model experimental destinat acestor studii.

Experimentele ,in vivo” au fost realizate pe sobolani linia Wistar cu
greutatea de 180 + 20 g. Animalele au fost impartite in patru grupe, un grup de
control, notat C; si trei grupe experimentale (E), notate cu E;, En si Em. Fiecare grup
a fost constituit din 16 animale, (8 femele si 8 masculi).

Animalele din lotul de control (Ca) au fost injectate intraperitoneal (i.p.) cu
ser fiziologic.

La grupele experimentale a fost administrata solutie de cis-platina (pulbere
dizolvata in ser fiziologic) intraperitoneal (i.p.) dupa cum urmeaza: la animalele din
grupul experimental E; s-au administrat 5 mg/kgcorp, la grupul Epn cantitatea 10
mg/kgcorp, iar la animalele din grupul Ei1 cantitatea 15 mg/kgcorp.

Dupa 48 de ore animalele au fost anesteziate trecandu-se la deschiderea
cavitatii abdominale. Probele de sange au fost prelevate prin punctia venei cave
caudale si ulterior prin punctia cardiacd (ventriculard). In final au fost prelevate
excizate din tesutul hepatic.

Concentratia DNA hepatic a fost determinata folosind metoda Ogur-Rosen
(1950) adaptata de Spirin (1958) [193, 194].

Din serul sanguin au fost determinate proteinele serice prin metoda

biuretului si fractiunile (albuminele si globulinele) prin electroforeza pe hartie.
3.4.2. SECUNDUL EXPERIMENT

in al doilea experiment s-au studiat efectele cis-platinei asupra homeostaziei
biochimice a unor metaboliti proteici si biometale.
Animalele au fost repartizate in cinci grupe, reprezentdnd grupa de control

(C) notata prin Cp, si patru grupe experimentale (E) notate prin Ei, E;, Es3, Ea.
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Fiecare grup a fost constituit din 10 animale - sobolani linia Wistar, de ambele
sexe, avand o greutate corporala medie de 200 + 20 grame.

Dozele de cis-platina folosindu-se produsul medicamentos numit Sinplatin
au fost administrate intraperitoneal dupa cum urmeaza: la grupa experimentala (E;)
solutie cis-platina in concentratie de 2 mg/Kg corp; la animalele din grupa (Ez)
4 mg/Kg corp; la animalele din grupa (E3) 6 mg mg/Kg corp; la animalele din grupa
(E4) 8 mg/Kg corp. La animalele din grupa de control (Cp), a fost administrata
solutie de ser fiziologic (solutie NaCl 0,9%).

in cadrul secundului experiment, in ziua 5-a de experiment s-a procedat la
prima administrare intraperitoneala de cis-platina. A doua administrare s-a realizat
in ziua a 10-a a experimentului. Sacrificarea animalelor a avut loc in ziua 15-a de
experiment.

Solutiile utilizate au fost: ser fiziologic (solutie NaCl 0,9%) la animalele din
grupa de control, respectiv solutie cis-platin (sub forma produsului Sinplatin-
chimioterapic citostatic) la animalele din grupele experimentale E; — Ea.

Solutia de cis-platina s-a preparat extemporaneu, si anume: flaconul cu
pulbere Sinplatin care contine 50 mg cis-platind, s-a dizolvat in 50 ml apa distilata.
Apoi s-au calculat concentratiile specifice pentru fiecare grup experimental, iar in
cadrul grupului s-a avut in vedere greutatea fiecarui animal.

Determinarile analitice s-au efectuat asupra serului sanguin urmarind
metabolitii azotati neproteici si principalelor biometale din serul sanguin. De
asemenea a fost urmaritd modificarea homeostaziei biochimice prin variatia
concentratiei unor bioelemente in diferite tesuturi si organe dupa administrarea de

cis-platina.

3.5. PRELEVAREA DE PROBE ANALITICE

in perioada experimentelor s-au respectat protocoalele de lucru concepute
pentru ambele modele experimentale: materiale utilizate, timpi operatori,
pregatirea probelor analitice, etc.

Manipularile preanalitice ale animalelor din esantioanele (grupele) luate in
studiu animalelor trebuie s& urmareascd evitarea denaturdrii calitatii probelor. in
acest scop s-au utilizat instrumentar si recipiente confectionate din materiale care

in contact cu probele sa nu intre in combinatii chimice. Recipientele trebuie sa
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dispuna de posibilitati de inchidere ermetica, atat pentru a reduce riscul evaporarii
cat si al contaminarii probelor.

in vederea prelevdrii de probe s-au luat si m&suri pentru protectia
individuala. Manipularea probelor s-a efectuat respectand aceleasi reguli.
Prelevarea nu se efectueaza daca in prealabil nu este realizata contentia.

Probele analitice prelevate de la animalele de laborator au fost: sange
prin punctie venoasa si excizate de organe sau organe integral. Pentru ambele
serii de experimente prelevarea sangelui s-a facut dupa o prealabild anesteziere

cu ketamind, urmata de laparotomie.

3.5.1. PRELEVAREA PROBELOR DE SANGE

La animalele anesteziate s-a procedat la laparotomie, s-au indepartat cu
atentie viscerele abdominale pentru a vizualiza campul de interventie. Sangele a
fost prelevat din vena cava posterioara (caudald), cu seringa de unica folosinta
(fig. 3-4).

Prelevarea se face 1in vacutainere etichetate pentru experimentele
mentionate si anume: in recipiente care contin EDTA (1ug/mL) pentru plasma,
recipiente fara anticoagulant pentru ser (cazul prezentei lucrari). La prelevare s-a
avut in vedere evitarea hemolizarii probelor. Serul hemolizat nu mai poate fi
analizat, din cauza posibilelor distorsii informationale. Vacutainerele cu probe

sanguine au fost supuse centrifugarii. Serul a fost separat si preluat cu ajutorul

unor pipete automate in vederea determinarilor analitice.

Fig. 3-4 Prelevarea de sange prin punctia venei cave posterioare

(de la sobolani linia Wistar)
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100 Investigarea actiunii cis-platinei pe modele experimentale animale - 3

Prelevarea probelor de sdnge, avand aceiasi timpi operatori a prezentat
similitudini caracteristice pentru ambele modele experimentale. Diferente au
existat in etapele ulterioare in functie de determinarile analitice efectuate.

Probele de sange obtinute in vederea analizarii unor bioelemente metalice,
si @ unor metaboliti azotati neproteici au fost investigate cu un aparat Hospitex

Screen Master produs de Hospitex Diagnostics, Italia.

3.5.2. PRELEVAREA PROBELOR DE ORGANE

Initial s-au prelevat probe de organe,: ficat, rinichi, creier, cord, splina si
in final din tesut muscular. Evident se face precizarea ca in cazul primului model
experimental s-au prelevat doar excizate hepatice - conform obiectivelor
experimentale mentionate (determinarea DNA). in cazul secundului experiment
s-au prelevat toate organele mentionate si tesut muscular - pentru determinari de
metale (fig. 3-5).

Instrumentarul chirurgical folosit a fost steril si bine pregatit pentru
recoltarea corespunzatoare a probelor. Probele prelevate au fost separate si puse
in vase de sticla speciale spalate si uscate, prevazute cu dop. Etichetarea sticlelor
s-a facut ulterior. Pe eticheta au fost inscrise urmatoarele: indicativul grupei de
animale, numarul animalului, data recoltérii. in tabelele insotitoare ale lucrérilor
experimentale au fost inscrise aceleasi date, greutatea animalului, precum si sexul
acestuia.

Probele astfel recoltate si etichetate au fost conservate in congelator la
temperaturi cuprinse intre -18°C si -20° C, astfel au fost pregatite pentru a fi
supuse acestora ulterior calcindrii si determinarilor analitice.

Recipientele de pastrare pentru probe au fost curate si uscate. In timpul
conservarii a fost evitatd contaminarea sau degradarea probelor. Pe durata
calcinarii s-a evitat "expandarea" pulberii provenitd din tesutul calcinat, deoarece
in cazul nerespectarii protocolului de lucru, exista riscul pierderii probei din
creuzet. Astfel puteau apare rezultate eronate-distorsionate, prin evaporarea unor
constituenti ai probei sub forma de aerosoli.

Solubilizarea cenusii obtinute la calcinare a fost si ea insotita de riscuri, in

timpul mineralizarii in sistem deschis (prin calcinare), deoarece in cazul unui
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3.5. Prelevarea de probe analitice 101

mediu bogat in cloruri, acestea se puteau volatiliza. De asemenea, incompleta
dizolvare a cenusii putea conduce la pierderea unor oligolemente nevolatile, iar un
mediu bogat in sulfuri se putea produce eliminarea cuprului si a mercurului sub

forma de sulfuri.

W < 2
Fig. 3-5 Prelevarea de probe de tesut

Determinarile analitice ale metalelor s-au efectuat prin spectrofotometria
de absorbtie atomica (AAS). Pentru analiza spectrofotometrica au fost folosite
probe de tesut umed provenit de la animalele de experienta. Probele au fost
scoase din congelator, dezghetate si cantarite cu o balanta analitica din Seria
AFA/210 - LC, si produs de firma ADAM, puse in creuzete de portelan, care au fost
fiecare marcate, fiind notat numarul probei introduse in calcinator.

Protocolul de lucru al calcindrii a fost stabilit in prealabil, si anume,
calcinarea initiala la 100°C timp de 2 ore, apoi la 200°C timp de 4 ore, dupa care
temperatura se ridica la 450°C timp de 18 ore, in total probele fiind calcinate 24
de ore. Calcinarea in trepte se realizeaza pentru a evita expandarea tesutului
incinerat pe durata deshidratarii si a calcindrii probei, precum si evitarea
pierderilor de metale cu volatilitate mare.

Astfel, in cadrul experimentului, pragul initial de temperaturd ales a fost
de 150°C, evaporarea brusca a apei si expandarea probei, urmata de pierderea
acesteia in cuptorul de calcinare fiind evitata. S-a realizat apoi o calcinare in
trepte, pana la 450°C, temperatura mai mare producand volatilizarea unor

compusi din proba. In anumite momente ale calcindrii s-a verificat cenusa, pentru
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a nu prezenta asa —numite “puncte negre”, care pot apare datorita unor substante
organice neoxidate.

Dupa calcinare a urmat racirea probelor la o temperatura care sa permita
scoaterea acestora din calcinator. In cazul unei calcindri incomplete cenusa a
prezentat puncte negre fiind tratata cu o solutie de acid azotic: apa 1:1, in volum
de 5 ml pentru fiecare creuzet, cu o pipeta, spaland peretii creuzetului. Creuzetele
au fost puse pe o baie de nisip sub nisa pentru evaporarea lenta a acidului péna la
sec. Cenusa aflata pe hartia de filtru a fost reluata cu acid azotic 5%, dupd o
prealabila umectare a hartiei de filtru, si colectatd intr-un balon cotat de 50 ml.
Astfel s-a obtinut solutia de lucru care ulterior este supusa analizei
spectrofotometrice.

Respectarea procedurilor specifice pentru diverse etape din cadrul
cercetarii experimentale este importanta prin faptul ca poate influenta rezultatele
analitice.

Investigatiile experimentale efectuate pe animale de laborator permit
obtinerea de informatii cu privire la efectele administrarii cis-platinei asupra

homeostaziei biochimice a diversilor metaboliti serici si tisulari.
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4. EFECTELE CIS-PLATINEI ASUPRA DNA
HEPATIC SI A SERUMPROTEINELOR

4.1. EFECTUL CIS-PLATINEI ASUPRA DNA HEPATIC

Interactiile dintre ionii metalici si metabolitii proteici, lipidici si glucidici din
sistemele biologice prezinta numeroase implicatii de interes nutritional interesand
alimentatia enteralda si parenterala si de interes farmacologic interesand utilizarea
medicamentelor chimioterapice [235-239]. In acest cadru se includ Si
chimioterapicele citostatice reprezentate de compusi platinici introdusi n clinica
medicala.

Activitatea citostatica a cis-platinei poate fi corelata cu interactia acesteia cu
macromolecula de acid nucleic. Efectele asupra homeostaziei biochimice a acizilor
nucleici (in cazul studiat a acidului deoxiribonucleic) la nivel tisular. Este general
acceptat faptul ca efectul anticancerigen al cis-platinei se bazeaza pe interactiile
acesteia cu macromolecula de DNA [93, 240, 241].

Se cunoaste faptul ca macromolecula de DNA poate genera formarea de
aducti caracterizati prin existenta unor legaturi covalente la nivelul nucleobazelor.

Consecintele interactiei DNA cu cis-platind se repercuteaza si asupra
biosintezei proteinelor. Se considera chiar ca este un efect de ,stres genotoxic”
[242]. Afectarea biosintezei proteinelor implica perturbarea succesiunii proceselor
de replicatie, transcriptie si translatie in care DNA este purtatorul de informatie
biologica la nivelul genelor deci informatia genicd - [243-245]. Perturbarea
transmiterii informatiei genice influenteaza, de asemenea ciclul celular si moartea
celulara [246, 247].

Cercetari efectuate pe animale de laborator, au demonstrat ca cis-platina

interactioneaza cu DNA, cu consecinte asupra concentratiei DNA hepatic [248].
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Din numarul mare de substante folosite in chimioterapia citostatica,
cis-diclorodiaminoplatina (abreviat cis-platina, cis-DDP sau cDDP) a fost utilizata cu
succes ca agent anticanceros [93, 115] .

Se reitereaza faptul ca din punct de vedere chimic, cis-platina este un
complex metalic care are platina ca si atom central, iar ca si liganzi doua molecule
de amoniac si doi atomi de clor situati in pozitie cis (v. Cap 1).

Cis-platina ca si compus a fost pentru prima data descrisa de Peyrone in
1845. Ulterior, in 1895 a avut loc separarea celor doi izomeri cis si trans de catre
Alfred Werner, [249]. In 1965, Rosenberg si colaboratorii au descoperit in urma
unui proces de electroliza ca electrodul de platina inhiba diviziunea mitotica in celula
bacteriei de Escherichia coli [250].

Este unanim acceptat faptul ca principala tinta a actiunii la nivel celular a
cis-platinei este reprezentata de acidul deoxiribonucleic care are rol de purtator al
mesajului genetic [251].

Legarea cis-platinei de macromolecula de DNA denatureaza structura
chimicd si perturba activitatea biologica a macromoleculelor cu efecte asupra
biosintezei proteinelor. Activitatea citotoxica a cis-platinei poate fi corelata cu
cuantumul de platina legat de macromolecula de DNA [84, 117, 252] .

Studii anterioare au sugerat ca cis-platina poate realiza legaturi intra- si
intercatenare cu DNA, dar si complexe macromoleculare de tipul cis-platina - DNA -
proteine [118].

Legarea cis-platinei la macromolecula de DNA se realizeaza majoritar (65%)
la nivelul nucleobazelor de guanina adiacente (GG). Alte legaturi ale cis-platinei cu
DNA (20%) se realizeaza la nivel intracatenar intre nucleobazele guanina si adening,
si Tn mai mica masura (9%) deriva din legaturi intre doua nucleobaze separate de o
a treia nucleobaza [253].

Datele referitoare la modificarile homeostaziei biochimice evaluate prin
determinarea concentratiei DNA hepatic sunt discutate in continuare. Rezultatele

analitice sunt prezentate in tabelul 4-1.
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4.1. Efectul cis-platinei asupra DNA hepatic 105

Tabel 4-1 Concentratia DNA hepatic la sobolanii linia Wistar

DNA hepatic
Specificare n (Mg/mg tesut)
X + DS AX
Grupa Ca 16 3.03%+0.28 -
Grupa E; 16 2.99 +0.31 -0.04
Grupa En 16 2.94 £0.53 -0.09
Grupa Em 16 2.88 +0.42 * -0.15

n - numar de animale
p<0,01;

Cu referire la cis-platinda se cunoaste faptul ca aceasta realizeaza aducti
covalenti cu numeroase macromolecule, dar este dovedit faptul ca proprietatile
biologic - active (in speta farmacologic — active) cu implicatii citostatice sunt o
consecinta a formarii aductilor DNA - difunctionali [84, 246].

in urma administrdrii de chimioterapic citostatic, acesta va fi supus in
organism fazelor de metabolizare, respectiv de biotransformare, care include
etapele de biodegradare (prin reactii de oxido-reducere sau de hidrolizd) si de
biosinteza (prin reactii cu formare de aducti).

O schema generala a biotransformarii medicamentelor chimioterapice
include existenta unei etape de biodegradare (prin reactii de oxido-reducere sau
hidroliza) si o etapa de biosinteza (prin reactii de conjugare sau reactii cu formare
de aducti). Schema generala a reactiilor de biotransformare este redata in fig. 4-1.

O remarca speciald se face asupra faptului ca substantele care intra in
interactie cu DNA formeaza compusii cu ,structurd speciald”. Initial acestia au fost
observati la mijlocul secolului trecut fiind numiti ,asociatii moleculare”, ,complecsi

macromoleculari”, etc. Ulterior s-a acreditat terminologia de ,aducti ai DNA".
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xenobiodegradare ¥enobiosinteza
(oxidare) {conjugare)
(+0,) +GlcA,
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xenobiotic W femzow izl ¥enobioderiv at tramsferaza xenobiocanjugat
imedicament primar {biologic inactiv)
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(a)
xenobiodegradare xenaobiosinteza
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Fig. 4-1 Reactiile de biotransformare a) medicament chimioterapic uzual; b) medicament

chimioterapic citostatic

in fig 4-1a este prezentatd biotransformarea pentru o substantd care
parcurge reactii de oxido-reducere si conjugare. In prima etapa are loc formarea
unui compus hidroxilat. In etapa a doua, dup3 interactia cu acidul glucuronic,
formeaza un compus glucurono-conjugat de tipul O-glucuronida.

in fig. 4-1b este prezentat cazul unui chimioterapic citostatic care are in
molecula ioni metalici (e.g. cis-platina). In acest caz in prima etap3 are loc o reactie
de acvatare, iar in etapa a doua are loc formarea aductului intre chimioterapicul
citostatic si macromolecula de DNA.

Legarea cis-platinei la DNA se poate face rezultdnd aducti
homomacromoleculari de tipul cis-platind - DNA, dar este posibila legarea la DNA si
proteine, rezultand complecsi heteromacromoleculari de tipul DNA - cis-platina -
proteine. in urma interactiilor rezultd compusi mono- sau bidentati [254] .

Principala moleculd tinta a cis-platinei la nivel celular este macromolecula de
DNA. La nivelul nucleobazelor purinice exista un numar mare de situsuri de legare :
cei cinci atomi de azot fiecare cu o pereche de electroni neparticipanti si atomul de
oxigen din compozitia gruparii carbonilice (in cazul guaninei). Perechea de electroni

neparticipantd de la atomii de azot N1 si Ng si gruparea aminica exociclica fac parte
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4.1. Efectul cis-platinei asupra DNA hepatic 107

din sistemul de electroni din structura heterociclului purinic si prin urmare acestea
nu pot realiza legaturi chimice cu cis-platina.

Din datele prezentate in fig 4-2 se poate remarca scaderea concentratiei
DNA hepatic odata cu cresterea dozei de cis-platina administrate, intre cele doua
existand o relatie de inversa proportionalitate. Se observa aparitia unei diferente
semnificative la animalele din lotul experimental Ei; la care s-a administrat cea mai

mare doza de cis-platina.
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Fig. 4-2 Histograma privind concentratia DNA hepatic

Astfel, principalele situsuri de legare ale cis-platinei sunt atomii (N3) si (N7)
si (Og) de la guanina. Avand in vedere ca atomul (N3) se afld in apropierea legaturii
glicozidice N(s) — C(4) si prezinta constrangeri sterice, astfel incat locul preferat de
legare al cis-platinei este atomul de azot (N7).

Din datele anterioare reiese ca in solutie neutra atomul (N7) de la guanina
este preferat atomului (N7) de la adenina [93]. Caracterul bazic al atomului de (N7)

scade in ordinea:

guanina>inozina>adenina>2-aminoadenina.
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Cis-platina are afinitate pentru atomii (N;) de la nivelul bazelor azotate
purinice, in urma interactiunii cis-platina - DNA rezultdnd aducti mono- si
bifunctionali care pot fi separati prin cromatografie, spectroscopie atomica de masa
sau compusi platinici radiomarcati.

Mai frecvent se formeaza aducti intracatenari cis-platind - DNA notati
adesea: d(GpG)Pt, d(ApG)Pt si d(GpNpG)Pt. Acesti aducti intracatenari reprezinta
60%, 15% si 20% din totalul aductilor formati responsabili de activitatea citostatica
a cis-platinei [253].

Legarea cis-platinei (cDDP) la macromolecula de DNA vizdnd uneori si
macromoleculele polipeptidice din proteine evidentiaza diverse structuri (fig. 4-3)
ale aductilor. Se evidentiaza astfel formarea de: a) legaturi intercatenare cu
nucleobaze identice (fig. 4-3 a); legaturi intercatenare cu nucleobaze diferite
(fig.4-3 b); legaturi intracatenare cu nucleobaze identice (fig. 4-3c); legaturi
intracatenare cu nucleobaze diferite (fig. 4-3 d); legatura morfofunctionald cu o
nucleobaza apartinand uneia din catenele DNA (fig. 4-3 e); legatura
heteromacromoleculara intre o catenda DNA si o catena polipeptidica (fig. 4-3 f).

Studii cristalografice efectuate asupra aductului d(*GpG*) intracatenar au
urmarit efectele directe ale cis-platinei asupra structurii DNA. In urma formarii
aductului d(GpG)Pt apar modificari care privesc dispunerea nucleobazelor fata de
planul legaturii coordinative realizata in cadrul structurii planare de catre atomul de
platina. Ionul metalic este deplasat cu 0,1 nm fata de planul nucleobazelor
guaninice, iar distorsia dublului helix este severa, producand o inclinatie de 400°.
Ambele catene ale dublului helix sunt dispuse intr-un aranjament anticomplementar,
si, desi sunt afectate mai multe perechi de baze, totusi macromolecula per
ansamblu ramane intacta, multe dintre distorsiuni fiind datorate modificarilor
conformationale a nivelul complexului pentoza-rest fosfat din proximitatea injuriei

biochimice produse de leziunii induse de cis-platina [117].
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Fig. 4-3 Modele sterice de legare a cis-platinei la DNA sau la DNA si proteine [118]
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Tranzitiile macromoleculei afecteaza liganzii mobili reprezentati de 2 Cl si nu
liganzii inerti (2 NH3) care raman nemodificati, in timp ce atomii de clor sunt
eliberati (fig. 4-4).

---0 ?IH3
--H—N7* '?‘—Fit 2r—¢l
/K / NH3

\ N
¥--H—N N
| /

H spre DNA
DNA +cDDP (@)
---0 ?‘Hs
N— Pt 2+
---H—N3 * 7 o
: SN0 ]
1 N NH; N 4
H=N" N /N <7 SN—H---
spre DNA 9 1
H P N ll\]_H___
spre DNA H
(b) P

Fig. 4-4 Biogeneza aductilor DNA - cDDP: a) legarea monodentatd a cDDP la guanina din DNA;
b) legarea bidentata a cDDP la guanina din DNA

Dintre toti aductii posibili, mai importanti sunt aceea la care atomii de clor
din cis-platina sunt finlocuiti cu atomii de azot purinici de la doua nucleobaze
adiacente plasate pe aceeasi catena a dublului helix de DNA.

Mai putin frecventi sunt aductii monodentati si aductii bidentati intercatenari
notati uneori d(Gz)Pt. Acestia din urma sunt si ei responsabili de activitate
citotoxica, intervenind in procesele de inhibare a transcriptiei si translatiei de la
nivelul macromoleculei DNA.

Afinitatea crescuta fata de N7 al guaninei si se datoreaza stabilitatii marite a
moleculei si faptului cd exista distorsiuni minime ale helixului realizdndu-se cea mai

scurta distanta intre doi atomi de N; din DNA [255] .
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Platina divalenta Pt (II) se poate lega la doud nucleobaze de la nivelul unei
singure catene sau de la nivelul a doua catene (unite prin punti de hidrogen), vizand
atomul de azot N; si atomul de oxigen (legat la C4) din proximitate.

Pentru a forma un aduct nucleobazele trebuie sa fie dispuse vicinal. Este
posibila legarea intre nucleotide de pe catene diferite, dar trebuie sa fie situate fata
in fata sau pe diagonala.

Formarea unor legaturi chimice intre catenele complementare si antiparalele
sau pe aceiasi catena induce aparitia efectului citotoxic. Izomerul cis al platinei este
mult mai toxic, prin formarea unor legaturi intracatenare, in timp ce izomerul trans
intervine in realizarea unor legaturi intercatenare. Izomerul trans este din punct de
vedere cinetic mult mai reactiv si mult mai labil decéat izomerul cis avand un timp de
fnjumatatire mai scurt. Astfel se explica, prin lipsa activitatii citostatice, faptul ca
legaturile intercatenare formate sunt scindate mai usor decat legaturile
intracatenare.

in urma hidrolizei cis-platinei are loc formarea a doud specii moleculare
acvatate, instabile, care pot conduce la formarea unor resturi de liganzi monodentat
(IV) si bidentat (V). Acesti liganzi se pot lega de guanina din macromolecula de
DNA. In functie de ligandul angajat in legarea la DNA se pot forma doud tipuri de
aducti (fig. 4-5).

H3N\ //OHZ H3N\

H0
H3N\ /C| . H3l\/ \CI H3N/ \
H3N/ \c| H3N\ /,'OHZ H3N\

0 PU Hun Pti\
H3N/ “OH>» ’ H3N/ e
(i V)

Fig. 4-5 Cis-platina - formula structurala si caile de acvatare specifice

Actiunea chimioterapicelor citostatice asupra biosintezei DNA se explica prin
interactia care are loc in vivo si a carei principald caracteristica rezida in formarea
de aducti. Interactia se poate realiza cu DNA in cursul procesului de replicatie, dar

se poate considera ca procesul poate afecta si deoxiribonucleotidele precursoare.
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Evolutia studiilor cu privire la aductii realizati cu macromolecula de DNA s-a
dovedit importanta pentru studiile de farmacologie, pe baza lor putandu-se explica
mecanismul interactiilor dintre citostatice si DNA [256].

Interactia cis-platinei cu DNA, asa cum s-a aratat mai sus, este precedata
de formarea a doud specii de compusi - un derivat monoacvatat si un derivat

diacvatat.
cis—(NH3)PtCl;+H;O —» CI- + cis —(NH3)2PtCI(H,0)*
-«—

—
cis —=(NH3)2PtCI(H20)* + H20 —— cis —(NH3)2PtCI(H20)22*

Constantele de echilibru specifice etapelor mentionate mai sus sunt

urmatoarele:

o _[e17] [eis —(NH, ), PICI(H,0)" ]
L cis —[(NH,), PtCl, |

lc1-] [eis - (NH,), PtCI(H,0,), ]
cis — [(NH,), PtCI(H,0)" |

K, =

Derivatii mono- si diacvatat ai cis-platinei pot realiza legaturi la una sau la
ambele catene ale DNA rezultand aducti de tipul cis-platina - DNA. Legarea la

nucleobaze nu implica timina, si se face preferential in seria:
guanind > adenina > citozina.

Derivatii monoacvatati si diacvatati ai cis-platinei sunt deprotonati in solutie
slab acidd sau neutrd. In cazul derivatului monoacvatat, reactia de deprotonare se

prezinta astfel:

cis —(NH3)2PtCI(H20)* + H,0 4_' H* + cis —(NH3)2PtCI(OH)

Constanta de aciditate pentru aceasta reactie este:

~[H*] [cis —(NH,), PtCI(OH) ]

Mo = s - [(NH,), PtCI(H,0)" |
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in cazul derivatului diacvatat au loc doud reactii de deprotonare succesive,

care se pot reda dupa cum urmeaza:

cis —[(NH3)2PtCI(H20)2%*] I > H*+ cis —-[(NH3)2Pt(OH)(H20)*]

cis—[(NH3z)2Pt(OH)(H20)*] _>l H*+ cis—(NH3)2Pt(OH)>

Constantele de aciditate sunt specifice pentru derivatii diacvatati, corespund

la doua in etape, [93] si se prezinta astfel:

[H*] [cis —(NH,), Pt(OHXH,0)" |

= cis — |(NH, ), Pt(H,0),* |

al

_[H7] [eis - (NH,), Pr(0H), ]
cis — [(NH, ), Pt(OH Y H,,0) |

K

az

Formele mono- si/sau diacvatate, asa cum s-a aratat, se implica succesiv in
interactiile cu macromoleculele de DNA sau cu macromoleculele polipeptidice din
proteine.

In cazul experimentului din aceastd lucrare s-a constatat o depresie a
concentratiei DNA hepatic la grupele experimentale (v. tabel 4-1). Acest fapt
pledeazd pentru existenta unei interactii cu macromolecula de DNA din tesutul
hepatic. In aceasts situatie o parte din DNA este angajat in biogeneza de aducti.

Acvatarea cis-platinei in mediu slab acid sau neutru (determina pierderea
clorului) si prin aceasta activarea interactiei. In continuare protonarea derivatilor
acvatati a precedat interactia cu macromolecula de DNA. Constantele de aciditate
pentru derivatii mono- si diacvatati in etapa de protonare prezentate mai sus [93]
evidentiaza situatia tranzitorie premergatoare interactiei dintre derivatii cis-platinei

si macromolecula de DNA.
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Denaturarea structurii macromoleculei de DNA conduce la modificarea relatiei
structurd chimica-activitate biologica care intereseazd genele prezente in genomul
celular. In acest cadru se modificd intreaga succesiune a proceselor de replicatie-
transcriptie-translatie. Astfel este influentatd si biosinteza proteinelor. In aceste
circumstante sunt perturbate mecanismele reparatoare ale celulei, situatie care
poate duce la moartea celulara. Exista patru mecanisme de actiune:

1) afinitatea proteinelor cu mobilitate mare este de o sutda de ori mai mare
fata de DNA modificat de cis-platind, comparativ cu DNA nemodificat [93]. Aceste
proteine cresc citoxicitatea cis-platinei prin legarea de aducti DNA si obstructioneaza
reparatia celulara in etapa de excizie.

2) legarea ireversibila a cisplatinei de factori de transcriptie. Ea este capabila
sa inlocuiasca Zn?* dintr-o proteind reglatoare vitalda pentru transcriptia DNA. Zn
permite aminoacizilor din structura proteinelor mai ales Cys si His, sa uneasca
domeniile de legare intr-o structura densa [127].

3) reparatia de corectie implica actiunea DNA-polimerazelor ce cauzeaza
rupturi in catend, antrendnd si mecanimele de reparatie post-replicatie. Intervin
DNA polimerazele care produc rupturi ale lantului macromoleular. in cazul ruperilor
si a interventiei mecanismelor de reparatie apare o dereglare a proteinei p53 si
eventual apoptoza [246].

4) dereglarea activitatii topoizomerazelor I si II, reprezinta o perturbare care
intervine in formarea DNA dublu (d.c. DNA) helix, precum si in plierea si rotirea
acestei macromolecule [257].

De asemenea se cunoaste faptul ca exista o implicare a cis-platinei in
desfasurarea ciclului celular. In facto, celulele proliferative sunt mai sensibile la
cis-platind comparativ cu cele neproliferative. Cis-platina actioneaza asupra celulelor
aflate in faza G, a ciclului celular, si mai putin asupra inhibarii proceselor de sinteza
a DNA.

Cis-platina poate fi implicatd in moartea celulard indusd@ (necroza) care
prezinta unele similitudini cu moartea celulara programata (apoptoza) celulelor, fapt
demonstrat experimental [258, 259]. Aceste afirmatii au la bazd un experiment
realizat pe o familie de gene bcl-2 si bcl-x. In urma replicérii proteinelor bcl-2 si bcl-
x a fost demonstrat faptul ca aceste proteine previn moartea prin apoptoza a

celulelor la nivelul carora actioneaza cis-platina si alti agenti citotoxici.
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Cu privire la moartea celulard in unele tratate este utilizata notiunea de
“tanatocitoz&” pentru cazul general. In acest cadru se disting “apoptoza” ca moarte
celulara programata si necroza ca moarte celulara produsa in conditii patologice si in
conditii terapeutice (radio- si chimioterapie).

Apoptoza este dependenta de ATP (adenozintrifosfat) si de sinteza proteica
de novo. Marea majoritate a moleculelor de cis-platina interactioneaza predilect cu
proteinele, acest tip de interactie influentand in mare masura apoptoza. Diferenta
dintre necroza si apoptoza se poate observa din punct de vedere al mecanismului de
actiune. In ciuda diferentelor existente, intre cele doud procese existd o relatie de
interdependenta. Exista unele ipoteze conform carora unele celule sunt distruse ca
rezultat al unui proces de apoptoza esuat [260]. In cazul administrdrii de cis-plating
moartea celulelor poate surveni prin unul din cele doud mecanisme: apoptoza sau
necroza [261]. Aceasta poate fi influentatd de procesele metabolice care se
desfasoara la nivel celular.

Studii in vitro au fost realizate pe celule procariote (bacteriene) si eucariote
(celule ale glandei mamare) si au demonstrat ca aductii DNA realizati cu ambii
izomeri ai diclorodiaminoplatinei au blocat actiunea DNA-polimerazei, enzima cu
important rol in procesul de replicatie [262].

Studiile in vivo au aratat de asemenea ca izomerii cis- si trans- ai platinei,
inhiba replicarea intr-o masura similara. Cercetarile anterioare au aratat ca izomerul
cis este un agent antitumoral, iar forma trans este inactiva. Se deduce ca replicarea
DNA nu este singurul factor implicat in activitatea citostatica a cis-platinei.

Efectele izomerilor cis- si trans- asupra replicatiei DNA au fost studiate in
vivo (in interiorul organismului gazda) si in vitro (pe culturi de celule provenite de la
organismul gazda).

In cazul cis-platinei s-a decelat si o activitate citotoxicd [263]. Aceastd
activitate a cis-platinei poate apare datorita unei ,inadvertente” in sistemul de
reparare a catenei DNA. In cadrul acestui sistem, inainte ca secventa de nucleotide
distrusa din macromolecula de DNA sa fie separata de restul catenei, trebuie
recunoscuta de celuld. Celulele recunosc portiunea afectatd de DNA prin actiunea
unor proteine de recunoastere [153, 264].

Ca prim pas in studierea sistemului de reparare, s-a incercat realizarea
diferentierii intre DNA legat de o proteina si DNA liber, si ulterior izolarea mai multor

proteine implicate in formarea de aducti cis-platina - DNA. Aceste proteine contin
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toate o secventa similara sau chiar identica de aminoacizi care poarta denumirea de
grup de Tnaltd mobilitate - high mobility proteins groups notat uzual HMG.

Investigatiile efectuate au aratat ca aceste proteine intervin in interactia
DNA cu cis-platina in vitro. Cercetdrile in vivo au demonstrat ca proteinele
apartinand grupului HMG sunt mai putin sensibile la cis-platina fata de celulele care
contin gena, ceea ce Inseamna ca cis-platina este mai putin eficienta in procesul de
distrugere a acestor celule. Grupul de proteine HMG are un rol major in procesul de
distructie a celulelor canceroase prin intermediul cis-platinei.

Doua teorii explica probabilitatea implicarii proteinelor HMG in activitatea
citotoxica a cis-platinei. Multe din aceste proteine sunt factori de transcriptie, prin
aceasta intelegandu-se implicarea lor in biosinteza RNA pornind de la DNA. Astfel:

a) prima teorie sustine ca factorii de transcriptie reprezentati de proteinele
HMG ,adera” in special la aductul cis-platina-DNA, ele fiind implicate in procesul de
transcriptie, si avand legatura cu apoptoza [265] .

b) secunda teorie sustine ca odata cu legarea proteinelor HMG, de aductul
cis-platina - DNA, acesta nu va fi recunoscut de catre sistemul reparator si astfel
procesul de regenerare va fi ingreunat [266] .

Acest proces poate interfera cu functia normala a celulelor si poate cauza
uneori moartea celulara.

Studii in vitro au aratat ca cis-platina se leaga la trei tinte moleculare
majore; a) RNA prezent in concentratii mari in citoplasma alaturi de nucleoproteine
- 50%, B) DNA -40%, si y) proteine -10% [93]. Aceasta situatie se pare ca este
specifica pentru culturile de celule in care sunt afectati predilect precursorii
structurali ai acizilor nucleici (nucleobaze, nucleozide, nucleotide).

in interactia cis-platinei cu DNA sunt afectati si nucleosomii. Acestia sunt
subunitati fundamentale ale cromatinei care constitutiv prezinta in zona centrald
(histone), doud formatiuni de DNA torsionate in jurul acesteia. In aceasts situatie nu
au fost observate diferente intre actiunea cis-platinei si trans-platinei, situatie
diferitd in raport cu aceea a interactiei cu DNA izolat [93]. Legarea la macromolecula
de DNA din nucleul celular prezinta un anumit grad de complexitate pentru faptul ca
acesta este integrat cromatinei. In aceastd structur3 compacta marea majoritate a
secventelor de DNA sunt inaccesibile din punct de vedere structural si inactive din
punct de vedere functional.
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4.2. EFECTUL CIS-PLATINEI ASUPRA SERUMPROTEINELOR

Modificarile structurale ale macromoleculei de DNA aparute odata cu
formarea aductilor cis-platind - DNA influenteaza sinteza proteinelor, afecténd
succesiunea proceselor de replicatie - transcriptie — translatie. Importanta este
interactia si in faza de replicatie (cand este afectata chiar molecula de DNA), dar si
faza de translatie cand are loc legarea aminoacizilor si formarea catenelor
polipeptidice. La catenele polipeptidice formate se pot forma aducti ai cis-platinei de
tip heteromacromolecular i.e. aducti DNA - cis-platind - proteine (v. fig. 4-3f).

Initial se considera ca legarea cis-platinei vizeaza doar macromoleculele de
DNA, deci cu formare de aducti homomacromoleculari i.e. aducti cis-platina - DNA.
in aceastd acceptie s-a admis c# cis-platina poate afecta doar replicatia féra a bloca
transcriptia sau translatia [83, 119].

in cadrul ciclului celular cis-platina poate interveni in blocarea fazei G, a
acestuia, ceea ce implica ,leziunea” biochimicd a unei gene si nu replicatia in sine
[97, 267] .

in cazul studiului asupra proteinelor serice sanguine, discutate in aceastd
lucrare, biogeneza aductilor amintitd mai sus influenteaza direct statusul
homeostaziei biochimice.

La nivelul serului sanguin se regaseste un amestec complex de fractiuni
proteice cu caracteristici structurale, functionale si metabolice diferite. Deoarece
reflecta In mare masura desfasurarea metabolismului protidic celular si tisular,
investigarea proteinelor plasmatice este realizata in diverse afectiuni [192, 268-
270].

Datele referitoare la modificarile homeostaziei biochimice aparute in cazul
proteinelor serice totale si a fractiunilor electroforetice in urma administrarii de
cisplatind sunt discutate in continuare.

Cis-platina are capacitatea de a se lega de proteine extracelulare si
intracelulare. Cu ajutorul rezonantei magnetice nucleare s-au identificat legaturi ale
atomilor de platina la atomii de azot din proteinele serice reprezentate predilect de
albumine si globuline.

Reactia dintre cis-platina si albuminele serice este principala modalitate prin

care cis-platina se leaga de proteinele din sange. Cercetari anterioare au sugerat ca
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legatura dintre albumine si platind poate fi sursa actiunii anticanceroase a
substantei [93].

Un studiu efectuat de Ivanov et al., (1998), a sugerat ca albumina serica
are capacitatea de a lega un numar mare de metaboliti, ioni metalici si molecule ale
unor medicamente chimioterapice [271]. Interactia moleculelor cu albumina serica
influenteaza distributia tisulara, metabolizarea si eficacitatea actiunii substantelor
administrate.- Spre exemplu s-a observat ca pacientii cu hipoalbulinemie raspund
greu la tratamentul cu cis-platin, iar administrarea unor solutii perfuzabile cu
amestec cis-platind - albumind creste rata de supravietuire a bolnavilor la acest
tratament. Complexele formate de albumina umana cu cis-platind sunt citotoxice
pentru celulele canceroase. Legarea cis-platinei de albumind poate reduce
nefrotoxicitatea acesteia [272] .

Ca un element de detaliu, s-a constatat, contrar parerilor initiale, ca legarea
cis-platinei la albumine nu se realizeaza la nivelul gruparilor tiolice din structura
cisteinei, ci la nivelul gruparilor tiolice din structura metioninei [273].

in afara datelor prezentate, informatii privind concentratia proteinelor serice
si a fractiunilor electroforetice sunt prezentate in tabelul 4-2.

Cu referire la subfractiunile globulinice, a fost observata o scadere a
ai-globulinelor si o crestere a az-globulinelor, B - globulinelor si a y — globulinelor.

Experimentele efectuate pe animale de laborator releva faptul ca interactia
la nivel molecular dupa distributia cis-platinei in organism, conduce la formarea de
aducti. Daca absorbtia si distributia medicamentului are loc rapid (in cazul
administrarii intraperitoneale) procesul de formare al aductilor cis-platina - DNA se
deruleaza mai lent. Nivelele maxime sunt atinse intr-o perioada de timp cuprinsa
intre 30 de minute si 4 ore dupa administrarea medicamentului si sunt mentinute
pentru 24 de ore. Prin metoda imunohistochimica s-a relevat in cazul biogenezei
aductilor, existenta unei specificitati de tesut. La o crestere a concentratiei
cis-platinei apare o crestere lineara sau aproximativ lineard a concentratiei platinei,
iar prezenta aductilor cDDP - DNA a fost observata in toate probele examinate
[274].
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Tabel 4-2 Concentratia proteinelor serice totale si a fractiunilor proteice din sange — date analitice
Grup Ca Grup Er Grup En Grup Em
Specificare (n =16) (n =16) (n=16) (n = 16)
X £DS X £DS AX X £DS AX X £DS ax >
Proteine serice (g%) m
5.77 £0.68 5.61 £0.73 -0.16 5.54 £0.91 -0.23 5.46t 0.84 -0.31 @
€
Albumine 0,
54,96+ 3.47 | 54.12 £3.72 -0.84 53.52 +4.19 -1.44 52.99 +4.97 -1.97 ¢
©
o
Globuline totale =
S 45,04t 3.47 45.88+ 3.72 +0.84 46.48 £ 4.19 +1.44 47.01+4.97 +1.97 o,
b5 ai-globuline o
8 12.02+0.76 11.93+0.64 -0.09 11.85 £ 0.85 -0.17 11.64 £0.72 -0.38 o
< ax-globuline c
= 11.07+0.83 11.11+0.71 +0.04 11.16 +£0.80 +0.09 11.21 £0.67 +0.14 é
£ S
S B-globuline o
= 13.9710.48 14.311£0.70 +0.34 14.58 £ 0.73 +0.61 14.73 £0.79 * +0.75 2
<)
vy - globuline 7.98+0.88 8.5310.97 +0.55 8.89 £1.10 +0.91 9.43 £1.03 * +1.45 -
o
n - numar de animale pe fiecare grup

p<0,01; p<0,05
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Indiferent de modul de legare al chimioterapicelor citostatice la DNA,
efectul final este acelasi : denaturarea structurii dublului helix al DNA, urmata
de modificarea activitatii biologice. Interactia cis-platinei cu DNA, care este
macromolecula purtatoare a mesajului genetic, poate influenta succesiunea
proceselor de replicatie-transcriptie-translatie, afectdnd totodatd si sinteza
proteica. Interactia produsa la nivel molecular este urmata de modificari
fiziologice la nivel celular si tisular [93, 275].

Datele prezentate evidentiaza faptul cad exista o relatie doza-efect de
inversa proportionalitate. Se remarca o scadere a concentratiei proteinelor totale
odatd cu cresterea dozei de cis-platina administrate.

Pentru investigarea aductilor cis-platind - DNA s-au perfectat tehnici de
evaluare cantitativa. O astfel de tehnica, realizata pe tesuturi izolate de la
soarece, se bazeazd pe metoda imunohistochimica, care permite vizualizarea si
cuantificarea pozitiilor active ale cis-platinei, legaturile cu DNA nuclear [174].
Aceasta confirma in fapt si influenta certda asupra activitatii biologice a DNA cu
repercursiuni asupra sintezei proteinelor serice.

in cazul fractiunilor electroforetice serice se inregistreazd o scidere a
concentratiei albuminelor si o crestere la concentratiei globulinelor. Evidentierea
acestor modificari homeostazice induse de administrarea i.p. a cis-platinei este
evidentiata in histograma din fig. 4-6.

Aceste modificari la grupele experimentale (E; - Emr) 1n raport cu grupa
de control (Ca) sugereaza posibilitatea perturbarii proceselor legate de
imunitate.

Sinteza proteinelor serice (cu exceptia gama - globulinelor) este
influentata de functionarea normalda a ficatului, biosinteza de proteine

contribuind, alaturi de alte tesuturi la mentinerea homeostaziei biochimice.

BUPT



4.2. Efectul cis-platinei asupra serumproteinelor 121

0+ | 5496 5412 5352 52,3
S 0 asps | [Masss | lesas e
(0 a
5 o7
-
C B
g o
s O Albumine
g | / B Globuline
(B 01
€ i
S o
C
@]
) :

0-

C. E, = En

Fig. 4-6 Histograma privind valorile concentratiei albuminelor si globulinelor

Concentratia albuminelor este scazuta in afectiuni hepatice si este insotita de o
crestere a B - si y — globulinelor ca rezultat al producerii de imunoglobuline de tip IgG si
IgM in hepatitele cronice active si de tip IgM si IgA in ciroza hepatica. Identificarea
claselor de imunoglobuline poate fi realizata prin intermediul imunoelectroforezei. O
scadere a albuminelor serice nu este specifica doar afectiunilor hepatice. Aceasta
situatie se mai intalneste si in malabsorbtie, in malnutritie, afectiuni renale, alcoolism si
afectiuni maligne.

Fractiunea a; globulinice serice prezinta valori crescute in afectiuni hepatice, iar
o valoare scazuta sau absenta acestei fractiuni de globuline serice indica o afectiune
hepatica indusa de valori scazute ale a; - antitripsinei. O valoare crescuta a a; si

B - globulinelor este asociata cu perturbarea metabolismului lipoproteic [276] .
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Datele prezentate obtinute in experimentul prezentat n aceasta lucrare
(v. tabel 4-2), relevd o scadere a concentratiei proteinelor serice totale invers
proportionald cu doza de cis-platina administrata. Fractiunile electroforetice arata o
scadere a concentratiei albuminelor si o crestere a concentratiei globulinelor.

Referitor la subfractiunile globulinice apare o scadere a a; - globulinelor si o
crestere a a2 - , B - si y - globulinelor. Cresterea y - globulinelor evidentiaza o
perturbare a sistemului imunitar.

Cu referire la subfractiunile globulinice se prezinta histograma din fig. 4-7, care
permite o vizualizare graficd a modificarilor existente.

Avand in vedere ca activitatea biologica a compusilor metalici este influentata
de legarea acestora de proteinele sanguine, Khalaila et al., (2006), au examinat
interactia dintre proteine si doi compusi metalici folositi ca si chimioterapice: cis-platina
si un compus cu ruteniu (NAMI-A) [277]. In urma studiului efectuat, se observd ca
ambii compusi interactioneaza cu albumina, legarea realizandu-se in diferite situsuri ale
moleculei proteice. Legatura covalentd realizatd de cis-platind este de 10 ori mai
puternica decéat cea realizata cu compusul care contine ruteniu. Deoarece situsurile de
legare la nivelul proteinelor sunt diferite, cele doua substante ar putea fi folosite cu
succes in asociere, mecanismul de actiune la nivel celular ramanand neschimbat.

Se reitereaza faptul ca modificarile metabolismului proteic evidentiaza disfunctii
renale. De asemenea, a fost stabilit faptul ca metabolitii azotati neproteici, creatinina,
acidul uric si ureea se modifica in urma administrarii de cis-platina evidentiind efectul
nefrotoxic al acesteia [278, 279].

Din punct de vedere farmacodinamic este necesar sa mentionam faptul ca
cis-platina interactioneaza cu unele proteine in special cu glutationul (G-SH), formand
complexul de tip cis-platina - G-S. Apar si efecte hematologice si neurologice ca o
consecinta a interactiunii cu proteinele [280] . S-a observat ca selenitul de sodiu reduce
toxicitatea cis-platinei fara a inhiba activitatea antitumorala. Aceste date pot sugera

rolul protectiv al seleniului.
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Fig. 4-7 Histograma privind concentratia subfractiunilor globulinice

Mai multe studii recente demonstreaza ca tinta cis-platinei e reprezentata de
proteinele p53 si p73 care actioneaza ca si factori de transcriptie in cadrul ciclului
celular, reglarea dezvoltarii celulare si /sau procesele de apoptoza [281, 282] .

Cercetari din domeniul farmacologiei au relevat ca doar un procent de 1% din
platina intracelulara interactioneaza cu DNA nuclear, cea mai mare proportie fiind
angrenata in realizarea unor interactiuni cu situsuri nucleofile ale altor molecule (e.g.:
fosfolipide, proteinele din citosol, citoschelet si membrana celularda, RNA si DNA
mitocondrial [260]. Studii recente au demonstrat de asemenea ca utilizarea combinata
de cis-platind cu taxani influenteaza activitatea biologicda marind considerabil

eficacitatea actiunii cis-platinei.
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Pe tesuturi sdanatoase la animale s-au studiat efectele toxice ale cis-platinei

asupra mitocondriilor. Efectele adverse gastro-intestinale, ototoxicitatea,
nefrotoxicitatea pot fi datorate efectelor cis-platinei la nivel mitocondrial [283-285] .

Se cunoaste faptul ca mecanismul de actiune al cis-platinei are la baza
interactia acesteia cu macromolecula de DNA, efectul citostatic fiind atribuit capacitatii
acesteia de a forma aducti intra- si intermoleculari cu DNA nuclear. Recent s-a
demonstrat ca mecanismul de actiune al cis-platinei are legatura cu procesul de moarte
celulara (tanatocitozd). Mecanismele prin care aductii formati de DNA nuclear cu
cis-platina conduc la tanatocitoza, nu sunt pe deplin elucidate.

Evaluarea biosintezei macromoleculei de DNA poate fi evaluata si din
perspectiva cronobiochimiei. Astfel, au fost evidentiate variatii circadiene ale biosintezei
DNA, care demonstreaza faptul ca datele de cronobiochimie pot oferi un real ghid
pentru conduita terapeutica in cazul administrarii chimioterapicelor citostatice [286] .

Datele oferite de cronobiochimie urmaresc eficientizarea chimioterapiei
citostatice. In literatura de specialitate existd unele recomandéri privind timpul optim
pentru chimioterapia circadiand. in acest sens se fac unele referiri la compusii platinici

(e.g.:cis-platina), care se administreaza cu mai multa eficienta seara.

4.3. ACTIUNEA CHIMIOTERAPICELOR CITOSTATICE IN CADRUL
CICLULUI CELULAR

Problemele referitoare la activitatea biologica a medicamentelor chimioterapice
in general si a chimioterapicelor citostatice in special se coreleaza adesea cu ciclul
celular pentru a se putea explicita mecanismul de actiune.

Daca se urmaresc aspectele de biochimie (in spetda xenobiochimie) este
importanta cunoasterea modificarilor homeostazice la nivel sanguin si/sau la nivel
tisular. Acestea evidentiaza, indirect, modificarile produse in celuld, in cazul prezentat in
aceasta lucrare, variatiile concentratiei DNA hepatic si proteinelor serice. Daca se

urmdresc aspecte legate de biologia celularéd si moleculara datele se pot asocia cu
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4.3. Actiunea chimioterapicelor citostatice asupra ciclului celular 125

imagini microscopice, care se coreleaza cu modificarile homeostazice din cadrul ciclului
celular [99, 287, 288].

Ciclul celular este constituit dintr-un compartiment proliferativ cu fazele de
presinteza (G;), post-sinteza G,, mitoza (M), si un compartiment neproliferativ cu faza

Go. In fig. 4-8 este redatd o prezentare generald a ciclului celular [77].

Fig. 4-8 Reprezentarea schematica a ciclului celular [77]

in general se cunosc aspectele de biologie moleculard asociate cu probleme de
biochimie si farmacologie care intereseazé anumite conexiuni cu problematica
cronobiochimiei.

In derularea ciclului celular - domeniu circumscris de ,citocineticd” - exista
unele observatii interesante care se pot face cu privire la fazele ciclului celular si modul
de actiune al diverselor medicamente chimioterapice cu actiune citostatica [1] .
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Nucleul celular, parte esentiala a aparatului genetic, evidentiaza modificari
morfofiziologice specifice fazelor ciclului celular (mitotic).

Prin studii de citofotometrie si microaudiografie s-a conchis ca n citocinetica
exista fazele de:

- presintezd G; - in care aparent nu se produce biosinteza DNA pentru
reproducerea celulard, iar sinteza RNA si a proteinelor continua normal (la finele
perioadei G; pasajul G-S, se declanseaza sinteza activa a DNA

- sinteza S- in cursul careia se produce biosinteza DNA, cantitatea acestuia
dublandu-se;

- post-sinteza G, (premitoticd) - in care biosinteza DNA finceteaza in timp ce
sinteza RNA si a proteinelor continug;

- mitoza (M) - in care viteza biosintezei RNA si a proteinelor este mult
diminuata, iar materialul genetic se repartizeaza intre celulele fiice;

- repaus (Gp) - in care celulele sunt capabile de proliferare (faza Go se situeaza
in afara ciclului celular).

Aspectele legate de citocinetica sunt frecvent asociate studiilor de
farmacocinetica interesand chimioterapia citostatica. Astfel, s-a observat ca celulele
aflate in faza de repaus a ciclului celular sunt cel mai frecvent refractare la actiunea
chimioterapicelor citostatice.

Diagrama fazelor ciclului celular redata in fig. 4-9 [99, 289, 290], prezinta
actiunea unor medicamente chimioterapice citostatice in raport cu ciclul celular.

Acestea se deosebesc, 1in principal, prin mecanismul de actiune,
distingandu-se chimioterapice : cu actiune specifica in ciclul celular (SCC); cu actiune
nespecifica in ciclul celular (NSCC).

Se remarca faptul ca medicamentele chimioterapice cu actiune specifica in
ciclul celular (SCC) prezinta particularitati ale mecanismului de actiune, caracteristic
fiind faptul ca parte din acestia pot evidentia toxicitate selectiva fata de celulele in curs
de proliferare. Medicamentele cu actiune SCC au o eficienta mai mare in hemopatiile

maligne si in alte tumori cu rata de proliferare inalta.
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Fig. 4-9 Ciclul celular si medicamentele citostatice - mecanisme de actiune (detalii in text)

Medicamentele chimioterapice cu actiune nespecifica in cadrul ciclului celular
(NSCC) interactioneaza, in majoritatea cazurilor, cu DNA si sunt frecvent utilizate n
chimioterapia tumorilor solide. Aceasta grupa include si numeroase azotiperite a caror
actiune este independentd de faza ciclului celular [290]. In aceast3 categorie de

chimioterapice citostatice se include cis-platina.
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Acest mecanism de actiune este confirmat si de rezultatele prezentate in

aceasta lucrare.
Dependenta de faza a ciclului celular (fazo-dependenta) in actiunea indusa de

chimioterapicele citostatice reprezinta una din problemele de importanta majora in

practica medicala.
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5. EFECTELE CIS-PLATINEI ASUPRA UNOR
METABOLITI NEPROTEICI SI BIOMETALE
DIN SERUL SANGUIN

5.1. EFECTELE CIS-PLATINEI ASUPRA UNOR
METABOLITI AZOTATI NEPROTEICI

Proteinele sunt compusi cu distributie ubicvitara in materia vie, cu un rol
esential in procesele de morfogenezd si secundar in procesele de energogenezi. in
metabolismul proteic in faza de catabolism proteinele sunt supuse proceselor de
biodegradare care conduc in principal la aminoacizi si alti produsi metabolici
reziduali specifici proteinelor simple si conjugate. In faza de anabolism se
formeaza proteinele necesare propriului organism. Evolutia proceselor anabolice si
catabolice poate fi caracterizatd prin mentinerea homeostaziei biochimice a
principalilor metaboliti.

In literatura de specialitate referitoare la actiunea diverselor medicamente
chimioterapice (si in general la substante biologic active) sunt studiate modificarile
homeostazice ale metabolitilor proteici, lipidici, glucidici si ale bioelectrolitilor [45,
84, 291]. In cazul proteinelor se studiazd metaboliti proteici dar si derivati
reziduali ai proteinelor. Studiul acestora este important pentru faptul ca ofera
informatii asupra modificarii homeostaziei biochimice si indirect asupra functiei
diverselor organe. In acest cadru se pot studia metabolitii azotati neproteici: uree,
creatinind, acid uric.

Una dintre functiile majore ale rinichiului este eliminarea compusilor
azotati neproteici rezultati in cadrul metabolismului protidic. Implicarea rinichiului
in acest proces este indicata de faptul ca nivelul acestor compusi in sange nu este
excesiv in cazul afectiunilor renale, cu exceptia cazului in care capacitatea de

functionare a acesteia este redusa la jumatate [292].
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Datele prezentate in tabelul 5-1 evidentiaza modificarile homeostazice
produse de cis-platina administratd conform mentiunilor referitoare la secundul
experiment. Se prezinta date analitice referitoare la statusul metabolitilor azotati

neproteici uree, creatinina si acid uric din serul sanguin.

Tabel 5-1 Concentratia ureei, creatininei si acidului uric in serul sanguin

Uree Creatinina Acid uric
Specificare | n (mg%) (mg%) (mg%)
X +SD X +SD X +SD
Grup GCp 10 18,95 + 3,30 0,98 £ 0.16 2,73+0,16
Grup E; 10 28,55 + 4,42 1,09 + 0.18 2,87+0,09
AY +9,60 +0,11 +0.14
Grup Ez ‘ 10 29,45 + 4,91 1,14 £ 0.17 2,90+0,02
AY +10,50 +0,15 +0.17
Grup Es ‘ 10 37,15 * 6,14%x 1,81 + 0,83 2,92+0,03
AX +18,20 +0,83 +0.19
Grup E4 ‘ 10 42,95 + 7,15% 1,49 £ 0.51%* 2,88+0,01
AX +22.00 +0,51 +0.15

n - numar de animale
*p<0,01; ** p<0,05

Actiunea cis-platinei este mai complexa interesand direct metabolitii azotati
neproteici mentionati mai sus, dar si unele enzime cu atribute specifice in reactiile
redox. Spre exemplu, prin inhibarea unor enzime (i.e.: superoxiddismutaza,
catalaza si glutationperoxidaza) in rinichi la animale de laborator, cis-platina este
responsabild de aparitia stresului oxidativ la nivel renal [293].

Cu referire la uree, din datele prezentate se poate conchide ca in urma
cresterii dozei de cis-platind administratd, concentratia ureei prezinta o augmentare
progresiva. Modificarile s-au evidentiat la grupele experimentale E;-E4 comparativ

cu grupa de control (C) - v. fig. 5-1.

BUPT



5.1. Efectele cis-platinei asupra unor biometale 131

Concentratia mg%

Fig. 5-1 Histograma privind concentratia ureei in serul sanguin

Intr-un studiu efectuat de Zhou et al., (2006) pe sobolani supusi unui
tratament cu cis-platina in doze de 6 mg/kgcorp, administrata intraperitoneal, s-au
urmarit efectele acesteia asupra creatininei, ureei si acidului uric, prin administrarea
unui marker urinar numit ,malondialdehida". Rezultatele au demonstrat o crestere a
malondialdehidei, care a fost corelata cu cresterea creatininei urmata de o distructie
tubulara la nivel renal [294].

Ureea este un produs rezultat in urma procesului de ureogeneza din ficat. in
cadrul proceselor metabolice ureogeneza asigura scaderea amoniemiei si
mentinerea echilibrului acido-bazic, osmotic si coloid-osmotic [295]. Ionul amoniu
este produs in organism in urma deaminarii aminoacizilor. Prin conversia ionului
de amoniu in uree la nivel hepatic, este impiedicatd acumularea de amoniu si
aparitia unor efecte toxice [200, 296]. Odata cu intensificarea proceselor de
deaminare are loc si o crestere a concentratiei de uree din sdnge. Acest fapt este
posibil Tn cazul unor diete bogate in proteine, a unor destructii tisulare majore sau
a inhibarii sintezei proteice. In cazul unor afectiuni hepatice severe si a unor diete
hipoproteice, nivelul ureei sanguine este redus. Datorita multitudinii de factori
implicati n stabilirea nivelului ureei in organism, acest ,parametru” luat
independent nu poate fi considerat de referinta in stabilirea bunei functionabilitati
a aparatului renal [297-300].
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Statusul metabolitilor azotati neproteici intereseaza de asemenea
modificarile homeostazice ale creatininei, un alt compus eliminat la nivel renal. in
cazul cercetarilor intreprinse in prezenta lucrare se remarca o relatie de directa
proportionalitate intre doza de cis-platina administratd si concentratia creatininei

in serul sanguin (v. fig. 5-2).

2 'I | e

O Creatinina

Concentratia mg'

Fig. 5-2 Histograma privind concentratia creatininei in serul sanguin

Injuria functiei renale produsa de cis-platina explica necesitatea
determinarii creatininei dupa administrarea acestui citostatic. Privitor la
dishomeostazia produsa de cis-platind, aceasta intereseaza nivelul sanguin al
metabolitilor corelat cu functia hepatica si cu functia renala [279, 301, 302] .

Creatinina se formeaza in urma unei reactii non-enzimatice a creatininei la
nivelul musculaturii scheletice. Aportul de creatind per unitatea de masa musculara
este constant, prin urmare concentratia creatininei serice prezinta valori relativ
constante existand un echilibru homeostatic. Cuantumul creatininei prezinta variatii
usoare de la o zi la alta in cazul unei bune functionari a rinichiului, sau valori
crescute in cazul afectiunilor renale [303, 304] .

Din aminoacizii de tipul argininei, metioninei, glicinei, se formeaza
creatind, care in urma fosforildrii se transformd intr-o sursda de energie pentru
contractibilitatea musculara, fiind ulterior transformati in creatinina, forma sub
care sunt eliminati [305, 306] .
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In cazul creatininei serice apare o crestere a valorilor acesteia In urma
administrarii cis-platinei la grupele experimentale comparativ cu grupa de control.
Exista o crestere direct proportionald cu doza de chimioterapic administrata.
Cresterea creatininei serice este un indicator al aparitiei insuficientei renale,
consecinta a administrarii cis-platinei [307] .

Dupa Serrano et al., (1995), cis-platina este asociata cu hipomagneziemia si
cu cresterea valorilor serice ale creatininei. Scaderea concentratiei magneziului seric
se poate datora unui mecanism fiziopatologic care poate implica pierderea
magneziului prin excretia urinara [308].

Cresterea creatininei poate fi explicatd de afectarea gruparii fosfat ca
urmare a interactiei dintre cis-platina si DNA. Astfel reactiile specifice biogenezei
creatinfosfatului implicate in acest metabolism pot fi influentate.

Acidul uric este un produs al reactiei de oxidare a nucleobazelor purinice
(adenina, guanina) si altor derivati purinici. Cantitatea de acid uric existenta in
organism depinde pe de o parte de aportul de derivati purinici, de metabolizarea
acestora, iar pe de alta parte de excretia de acid uric. Aportul de acid uric este
dependent de ingestia de purine, de catabolismul nucleoproteinelor celulare, precum
si de transformarea directa in acid uric a unei parti a purinelor sintetizate de
organism plecand de la precursori ai nucleului purinic. Pierderile de acid uric au loc
si ca urmare a proceselor de degradare care au loc la nivelul intestinului, sub
actiunea bacteriilor intestinale. O cantitate mica de acid uric este metabolizata si la
nivelul tesuturilor.

In cazul experimentului efectuat s-au evidentiat cresteri ale uricemiei la
toate grupele experimentale (fig. 5-3). Datele releva o crestere nesemnificativa.
Acest fapt arata - indirect - ca o cantitate mica de nucleobaze purinice a fost
implicatd in interactia DNA cu cis-platina. Evident in cazul unor experimente de
durata pot apare valori semnificative. Situatia poate fi intalnita in chimioterapie.

Nivelul crescut de acid uric, in conditii non-experimentale (sau a unor
experimente tintite asupra metabolismului purinic) poate fi asociat cu aparitia gutei.
Valori serice ridicate ale acidului uric pot indica prezenta calculilor renali de tipul
uratilor. De asemenea, acidul uric poate fi un marker al stresului oxidativ, avand rol

de potential antioxidant [309] .
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Fig. 5-3 Histograma privind concentratia acidului uric in serul sanguin

in diverse cercetdri experimentale efectuate pe sobolani sau soareci se
confirma existenta de modificari biochimice, cauzate de injuria renald, dupa
administrarea de cis-platina in diverse concentratii [310, 311] .

Cresterea moderata, nesemnificativa a concentratiei acidului uric la loturile
experimentale E; si E4 poate fi explicata de legarea platinei la derivati purinici
precursori in biogeneza acidului uric (fig. 5-3).

Un studiu in care s-au facut determinari analitice de compusi azotati
neproteici a urmarit evaluarea influentei tratarii sobolanilor cu diversi complecsi
metalici fnainte si dupa iradiere cu radiatii y. Astfel, s-a observat o crestere
semnificativd a ureei serice, creatininei si acidului uric la sobolanii la care s-a
administrat cis-platind Tnainte de iradiere, comparativ cu sobolanii iradiati fara
tratare prealabild cu compusi minerali [312] .

In general, in cazul afectdrii functiei renale apare o crestere a valorilor
creatininei, ureei si acidului uric seric. In cazul unor afectiuni hepatice si a unui
aport insuficient de proteine, nivelul ureei serice este mai scazut. Cantitatea de acid
uric in sédnge este crescutd in cazul unei insuficiente renale, dar este mai putin

evidenta in cazul gutei.
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5.2. EFECTELE CIS-PLATINEI ASUPRA UNOR BIOMETALE

Sangele este considerat ca o forma aparte de tesut conjunctiv, alcatuit
dintr-o substanta fundamentald lichida (plasma), in care se afla diferite celule
(elementele figurate). Plasma are o compozitie complexa, avand molecule organice,
molecule anorganice si ioni metalici. Elementele figurate asigura transportul gazelor
respiratorii (e.g.: eritrocitele), repararea leziunilor vasculare si hemostaza (e.g.:
trombocitele), interventia in procesele de aparare (e.g.:leucocitele).

Pentru efectuarea unui examen hematologic complet este necesara
prelevarea sangelui. In cazul experimentului efectuat, s-a realizat prelevare de
sange venos, care este si cel mai utilizat in investigatiile din chimia clinica si din
hematologie.

in chimia clinicd obisnuit investigatiile cu caracter analitic se efectueazd pe
serul sanguin - procedura aplicatd si in cazul prezentei lucrari — si pe sangele
integral. In hematologie investigatiile intereseaza in special eritrocitele (globule
rosii), leucocitele (globule albe) si trombocitele (plachete sanguine).

In urma prelevarii are loc separarea coagulului de serul sanguin, asa numita
exprimare a serului. Daca in eprubeta in care s-a prelevat sangele se adauga o
substanta anticoagulanta, sédngele se separa in doua straturi: supernanatul - lichid,
constituit din plasma, si sedimentul constituit din elemente figurate [313, 314] .

Analizele hematologice ofera date cu privire la numarul, forma, si
caracteristicile elementelor figurate ale sangelui [315].

Dintre parametrii biochimici s-au determinat: metabolitii azotati neproteici
(urea, creatinina, acidul uric) prezentati in capitolul precedent, si electroliti sanguini
(sodiul, potasiul, calciul si magneziul).

In tabelul 5-2 sunt redate valorile normale ale unor electroliti sanguini la
sobolani linia Wistar, [124, 207] .
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Tabel 5-2 Valorile normale ale unor electroliti sanguini la sobolani linia Wistar

Specificare UM Valori normale
Sodiu (Na) 145,10-154,60
Monovalente mEq/L
Potasiu (K) 4,90-5,40
Metale
M iu (M 1,70-2,66
Divalente agneziu (Mg)) mEqg/L
Calciu (Ca) 5,10 - 5,60

Rezultatele experimentului expus privind concentratia electrolitilor Na si K

din sange dupa administrarea de cis-platind este prezentata in tabelul 5-3.

Homeostazia sodiului
importantda, deoarece acesti ioni alaturi de alti ioni metalici sunt implicati in
mentinerea echilibrului acido - bazic si echilibrului osmotic [316]. Ionii de sodiu si

potasiu au un rol deosebit de important in functionarea pompei Na-K de la nivel

membranar [231] .

si potasiului

din serul

sanguin este extrem de

Tabel 5-3. Concentratia ionilor de Na si K in serul sanguin

Na K
Specificare n mmol/L mmol/L
X +SD X +SD
Grup Co 10 | 108.80+13.02 | 4.88+0.31
Grup E; 10 | 91.80%5.67 | 6.42+0.63**
AX -17.00 +1.54
Grup E; ‘ 10 | 90.60+1.92%* | 6.12+1.12
AX -18.20 +1.24
Grup Es ‘ 10 | 87.90+0.12* | 6.23%2.14%*
AX -20.90 +1.35
Grup E4 ‘ 10 | 86.20+3.49*% | 6.62+0.38*
AX -22.60 +1.74

n - numar de animale
*p<0,01; ** p<0,05
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Din datele prezentate reiese ca la grupurile experimentale la care s-a
administrat cis-platina se manifesta hiponatremie comparativ cu grupurile de control
(fig. 5-4).

Concentratia (mg%)

Fig. 5-4 Histograma privind concentratia ionilor Na si K in ser sanguin

in cazul sodiului apare o scidere a concentratiei acestui metal in serul
sanguin la loturile experimentale, comparativ cu grupul de control. Avand in vedere
ca valorile plasmatice ale sodiului se afla in echilibru cu cele provenite din lichidul
interstitial, determinarea concentratiei serice a sodiului poate fi reprezentativa si
pentru concentratia acestuia in lichidul extracelular.

Conform datelor oferite de RDA-Human Nutrition, sodiul este cationul cel
mai abundent in sange, cu rol in mentinerea presiunii osmotice extracelulare,
echilibrului acido - bazic. Natremia nu reflecta variatia concentratiei sodiului din
organism si nici nu ofera informatii cu privire la volumul lichidelor extracelulare, ci
reprezintd un indice al proportiei de apa din lichidele extracelulare [ 317, 318] .

Principalul rol al sodiului in organism rezida din diferenta mare dintre
concentratia intra- si extracelulara, avand in vedere ca este principalul component
osmolar extracelular.

Scaderea sodiului de la nivel sanguin poate fi un artefact,
(pseudohiponatrenie), sau un fenomen care insoteste modificarea echilibrului
apa/sodiu in lichidul extracelular [319]. Un mecanism hiponatremiant poate apare si

in cazul unei hipoproteinemii, cand se poate realiza un ,deficit anionic” care in mod
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compensator induce o sciddere a sodiului din sange. In cazul experimentului nostru,
hiponatremia poate fi asociata cu o scadere a proteinelor serice.

Scaderea concentratiei de sodiu poate fi produsa si de cresterea cantitatii de
lichide din corp, in cazul limitarii acesteia de o afectiune renala sau de o capacitate
scazuta de functionare a acesteia [302, 320, 321].

Hiponatremia indusa de cis-platina poate fi explicata prin pierderea de saruri
la nivel renal si se caracterizeaza printr-o osmolaritate serica scazuta si o
osmolaritate urinard crescutd in absenta diureticelor [322-324]. De asemenea,
valori scazute ale sodiului pot apare in cazul tulburarilor gastrointestinale, a acidozei
premergatoare comei diabetice, in cazul diabetului insipid. Scaderea concentratiei
sodiului se poate datora hemodilutiei sau acumularii sodiului in celule din cauza
disfunctionalitatii pompei ionice Na/K, iar depletiile de sodiu sunt o consecinta a
pierderilor de sodiu mai ales pe cale renala.

Mentinerea diferentei de concentratie extra- si intracelulard a sodiului si
potasiului se face cu un consum mare de energie. Expulzarea sodiului din celula se
face in contra gradientului de concentratie implicand si modificarea potentialului
electric. Transportul activ al sodiului si potasiului la nivel membranar este mediata
de o enzima specifica prezenta la acest nivel, numita adenozintrifosfataza (ATP-aza)
dependenta de sodiu si potasiu. Mecanismul de transport al sodiului si potasiului
previne ruperea membranei celulare prin mentinerea echilibrului osmotic. De
asemenea, deoarece multe procese metabolice depind de concentratia ridicata de
potasiu si scazuta de sodiu la nivel intracelular, (i.e. propagarea impulsului nervos,
absorbtia tubulara renala a unor electroliti sau absorbtia intestinala a unor principii
nutritive), de aceea echilibrul Na-K este de mare importanta.

Datorita sarcinii pozitive potasiul asigurda electroneutralitatea mediului
celular, fiind principalul component osmolar intracelular [ 325-327]. Dupa cum am
mentionat anterior, echilibrul dintre ionii de sodiu si potasiu este mediat de enzima
~ATP-aza dependenta de sodiu si potasiu”. lesirea sodiului din celuld este asociata
cu patrunderea potasiului la acest nivel. Potasiul participa la sinteza si secretia unor
hormoni: glucagon, insulind, STH, aldosteron si catecolamine prin sistemul renina -
angiotensina.

Potasiul are un efect diuretic datorita interventiei in eliminarea apei si a
clorurii de sodiu. Din totalul de potasiu difuzabil in organism 95% se afla in plasma

si numai 5% se afla in compartimentul intracelular. Nivelul potasemiei este
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rezultatul raportului dintre cantitatea globald de potasiu si capacitatea tisulara de a
fixa potasiul, de aceea nu reflectd starea capitalului de potasiu al organismului. in
stari patologice variatiile potasemiei sunt mari, si se realizeaza atat intr-un sens cat
si in celdlalt.

Deoarece concentratia potasiului la nivel intracelular este ridicata, nivelul
acestuia in sange va fi crescut. Acest lucru poate apare ca si consecinta a unei
insuficiente renale cronice, cand ca urmare a afectiunii tubilor renali, este afectat
schimbul de ioni Na*/K*, cu aparitia retentiei de potasiu. Unul dintre primele semne
ale toxicitatii renale induse de cis-platina este hiperpotasemia. Daca dozele sunt
crescute pot apare leziuni renale acute [328] .

Deoarece potasiul este principalul cation intracelular, formarea de celule noi,
care caracterizeaza cresterea sau revenirea dupa o stare catabolica importanta,
este Tnsotita de o retentie de potasiu.

in conditii normale bilantul potasiului in organism este echilibrat. Un bilant
potasic pozitiv apare cand aportul de potasiu se mentine, iar eliminarea de potasiu
scade, si In aceasta situatie apare hiperpotasemia. Un bilant potasic negativ se
realizeaza prin scaderea aportului si cresterea pierderilor, in acest caz potasemia
este scazuta, fenomen care apare mai rar.

Conform datelor de mai sus, se observa aparitia unei hiperpotasemii la
grupele experimentale comparativ cu grupa de control dupa administrarea
intraperitoneala de cis-platina.

Dupa Stewart et al., (1997), administrarea de cisplatind poate cauza
hipokaliemie la unii pacienti, dar nu au fost relatate cazuri in care nivelul potasiului
poate influenta aparitia efectelor nefrotoxice, dar riscul aparitiei acestora poate fi
cauzat de excretia urinara de potasiu [329]. De fapt, hipokaliemia Tnsasi poate
cauza afectiuni renale si poate potenta nefrotoxicitatea cis-platinei [330].

Hiperpotasemia poate fi cauzatda de trei mecanisme fundamentale: aport
crescut de potasiu, scaderea eliminarilor renale (prin injuria acestui organ) si
eliberarea de potasiu din celule altor tesuturi. Pentru ca un aport crescut de potasiu
sa induca hiperpotasemie trebuie sa fie insotie de o eliminare renald scazuta.

Perturbarea concentratiei electrolitilor este ilustratd de aparitia
hipomagneziemiei si hipocalcemiei si se datoreazad toxicitatii renale induse de
administrarea cis-platinei. De asemenea, poate apare un efect de mielosupresie cu

leucocite si plachete sanguine scdzute si anemie [276] .
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in tabelul 5-4 este prezentat concentratia sericd a magneziului, calciului si
fierului, la grupa de control (Cp) si la grupele experimentale in urma administrarii de

cis-platina.

Tabel 5-4. Concentratia ionilor de Mg si Ca in serul sanguin

Mg Ca
Specificare n mg/dL mg/dL
X +SD X +SD
Grup Cp 10 | 2.12+0.18 9.77%0.70
Grup E; 10 | 0.93%0.59 9.54%0.56
AX -1.19 -0.23
Grup E; ‘ 10 [ 0.65+0.85%* | 9.23%+1.12
AX -1.47 -0.54
Grup Es ‘ 10 | 0.61£3.13* | 9.20+3.11
AX -1.51 -0.62
Grup E4 ‘ 10 | 0.52+0.06* | 9.15+1.32
AX -1.60 -0.57

n — numar de animale
*p<0,01; ** p<0,05

Din datele prezentate mai sus se poate observa o scadere a concentratiei
magneziului si calciului la grupele experimentale in comparatie cu valorile obtinute
la grupa de control (fig. 5-5).

Magneziul este un metal cu distributie predominant intracelulara
indispensabil vietii. Magneziul extracelular, provenit din serul sanguin reprezinta
aproximativ 1% din magneziul total prezent in sange. O multitudine de factori
influenteaza concentratia magneziului seric, cum ar fi: cresterea capacitatii de
legare, complexarea sau chelatarea magneziului prin chelatarea de proteine in
special la aminoacizii liberi. Variatiile magneziemiei sunt consecinta modificarilor
bilantului global al magneziului si a modificarii concentratiei ionilor de Ca2* si K* si
nu reflecta decat intr-o proportie relativad modificarile cuantumului de magneziu din

organism, deoarece Mg2*, ca si Ca?* este un ion predominant intracelular.
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Fig. 5-5 Histograma de redare a valorii ionilor Mg si Ca in sange

Intr-un studiu efectuat, s-a demonstrat aparitia unei hipomagneziemii
cronice la sobolanii Wistar dupa administrarea cis-platinei pe cale intraperitoneala
timp de trei saptamani [331]. Concentratia scazuta de magneziu a fost evidenta
dupa a 2-a saptamana de chimioterapie, si a persistat timp de 8 saptamani. Desi
magneziul a fost administrat in dieta zilnica, excretia urinara a acestuia a fost mult
crescuta comparativ cu concentratia scazuta de magneziu la nivel plasmatic.

in cazul experimentului efectuat, hipomagneziemia poate fi datorata unor
modificari morfologice precum si a necrozei tubilor proximali ai rinichiului, la acest
nivel avand loc reabsorbtia magneziului, care poate fi prevenita prin administrarea
de diuretice osmotice - substante care intervin in filtrarea glomerulara, trec in urina
si provoaca eliminarea unei cantitdti mari de apa, (e.g.: manitol), precum si a unei
hidratari puternice si complete [332, 333] .

Pe langa alti factori care pot fi corelati cu aparitia efectelor toxice, variatia
concentratiei unor cationi poate reduce nefrotoxicitatea cis-platinei prin diverse
mecanisme. Pentru unii dintre acestia favorizarea efectelor nefrotoxice se poate
datora concentratiei cis-platinei la nivelul cortexului renal, iar pentru altii modul de

administrare poate fi cauza aparitiei nefrotoxicitatii.
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Calcemia reprezinta una din constantele fundamentale, de aceea variatiile
sale fiziologice nu sunt in limite foarte largi. Calciul de la nivel sanguin se afla in
proportie de 60% sub forma ionizata si ultrafiltrabild, forma activa implicata in
osificarea scheletului, coagularea sangelui, precum si in excitabilitatea
neuromusculara. Variatiile calcemiei au importantd patologicd deoarece indica
alterari profunde ale corelatiilor dintre aport - depozitare - mobilizare si eliminare
[334].

Hipocalcemia poate fi explicatéd prin efectul cis-platinei asupra functiilor
renale, a perturbarii metabolismului vitaminei D si a hipomagneziemiei
[335]. Nivelul seric scazut al calciului si magneziului poate fi un factor al metastazei
implicat in hipercoagulabilitate, care poate participa la raspandirea celulelor
neoplazice [45] .

Astfel de aspecte, referitoare la statusul homeostaziei biochimice a metalelor
alcaline (Na, K), si alcalino-teroase (Ca, Mg) luate in studiu se pot corela cu efectele
observate la chimioterapicele citostatice intervenind ulterior in terapia adjuvanta si
in alimentatie [336].

Din datele prezentate in cadrul prezentului capitol se poate observa ca
metabolismul potasiului si magneziului sufera modificari ca urmare a absorbtiei
intestinale si a eliminarii renale aparute in urma administrarii de cis-platina.

Cunoasterea modificarilor homeostazice ale electrolitemiei, aparute in urma
administrarii intraperitoneale de cis-platind, poate fi utila in recomandarea unei
medicatii care sa previna efectele nedorite ale chimioterapiei citostatice. De
asemenea, investigatiile experimentale care permit evidentierea efectelor
dishomeostazice pot fi utile in dietoterapie permitdnd orientarea spre anumiti
nutrienti prezenti in alimente sau chiar la suplimente alimentare. Deci se poate
mentiona ca informatiile asupra dishomeostaziei pot fi utile atat in dietoterapie cat si

in chimioterapie.
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6. INVESTIGAREA UNOR BIOELEMENTE
METALICE DIN TESUTURI SI ORGANE

Investigatiile efectuate in cadrul secundului experiment asupra animalelor
de laborator (sobolani linia Wistar) incluse in grupa de control (Cp) si in grupele
experimentale (E; — E4) au urmarit prelevarea de probe sanguine si prelevarea de
organe.

Prelevarea de sange — asa cum s-a prezentat la capitolul precedent - a fost
urmata de determinari analitice asupra metabolitilor azotati neproteici si a
principalelor metale prezente in sange.

Prelevarea de tesuturi (i.e. muschi) si de organe (i.e. ficat, rinichi, creier,
cord, splind) - efectuata sub forma de excizate - a fost urmata de determinari
analitice asupra unor macroelemente metalice alcalino-teroase (Ca, Mg) si
microelemente metalice (Zn, Cu, Fe). Rezultatele analitice supuse evaluarii statistice

sunt prezentate in acest capitol.
6.1. PRELEVAREA PROBELOR BIOLOGICE

Initial s-au prelevat probe din tesutul muscular, iar apoi probe de organe:
ficat, rinichi, creier, cord, splind. Instrumentarul chirurgical utilizat folosit a fost
sterilizat, pregétit special prelevarea probelor. in cazul folosirii unor instrumente
nesterilizate, acestea pot afecta probele, prin riscul de contaminare a acestora.

Probele puse in vase de sticla speciale spalate si uscate, prevazute cu dop.
Etichetarea sticlelor s-a facut cu mentionarea riguroasa a grupei si a individului. Pe
etichetd au fost inscrise date de reper pentru probele analitice: i.e. grupa de
animale (Cb, respectiv Ej-Es), numa&rul animalului. Intr-un tabel separat s-au
inregistrat date referitoare la grupa de animale, individual, greutatea corporald,

sexul, organul prelevat, etc. Probele etichetate au fost conservate in congelator la o
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temperatura cuprinsa intre -18°C si -20° C. Astfel au fost pregatite pentru a fi
supuse ulterior calcinarii si determinarilor analitice.

in astfel de cercetdri se are in vedere si faptul c& modul de conservare
poate influenta (sau chiar compromite) rezultatele experimentelor. Este necesara
mentinerea unor conditii de pastrare optime pentru a evita degradarea produsa de
factori fizico-chimici, microbiologici etc. in cursul conservarii probelor biologice.
Aceste aspecte legate de modul de conservare a probelor sunt tot atat de
importante si pentru probele prelevate de la animale vii anesteziate, (i.e. cazul
biopsiilor) cat si in probelor prelevate de la animale care au fost in prealabil
sacrificate (e.g. cazul necropsiilor). Buna desfasurare a tuturor etapelor din cadrul

cercetarii se repercuteaza asupra acuratetii rezultatelor experimentale.

6.2. PREGATIREA PROBELOR ANALITICE

Recipientele de pdstrare a probelor au fost curate, uscate, iar probele au
conservate prin refrigerare spre a se evita contaminarea sau degradarea acestora.
Pe durata calcinarii se poate produce asa - numita "expandare" a probei provenite
din organul calcinat. Nerespectarea protocolului de lucru poate duce la pierderea
probei din creuzet. Astfel pot apare rezultate distorsionate, prin evaporarea unor
constituenti ai probei sub forma de aerosoli.

Solubilizarea cenusii obtinute la calcinare este de asemenea insotita de
riscuri, in functie de tipul mineralizarii : in sistem deschis (prin calcinare), sau in
sistem finchis (cuptor cu microunde). In cursul pregatirii probelor pentru
investigatiile analitice exista o seama de riscuri care pot greva acuratetea
rezultatelor.

in cazul unui mediu bogat in cloruri, unele bioelemente se pot volatiliza.
Incompleta dizolvare a cenusii poate determina pierderea unor oligolemente
nevolatile, iar un mediu bogat in sulfuri poate determina eliminarea cuprului si a
mercurului sub forma de sulfuri.

Determinarile analitice ale metalelor s-au efectuat prin spectrofotometria de
absorbtie atomica. Pentru analiza spectrofotometrica au fost folosite probe de tesut
umed provenit de la animalele de experienta. Probele scoase din congelator au fost

dezghetate si cantdrite cu o balanta analiticd din seria AFA/210 - LC si puse in
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creuzete de portelan. Creuzetele au fost fiecare marcate, fiind notat numarul probei
introduse in calcinator.

Protocolul de lucru al calcinarii a fost stabilit in prealabil, si anume,
calcinarea initiala la 100°C timp de 2 ore, apoi la 200°C timp de 4 ore, dupa care
temperatura se ridica la 450°C timp de 18 ore, in total probele fiind calcinate 24 de
ore. Calcinarea in trepte se realizeaza pentru a evita “expandarea” cenusii rezultate
din tesutul luat in studiu pe durata deshidratarii si a calcinarii probei, precum si
evitarea pierderilor de metale cu volatilitate mare.

in anumite momente ale calcindrii s-a verificat cenusa, pentru a nu prezenta
puncte negre, care pot apare datorita unor substante organice neoxidate.

Dupa calcinare a urmat racirea probelor la o temperatura care sa permita
scoaterea acestora din calcinator. In cazul unei calcindri incomplete cenusa a
prezentat puncte negre fiind tratata cu o solutie de acid azotic: apa 1:1, in volum de
5 ml pentru fiecare creuzet, cu o pipeta, spaland peretii creuzetului. Creuzetele au
fost puse pe o baie de nisip sub nisa pentru evaporarea lenta a acidului pana la sec.
Cenusa aflata pe hartia de filtru a fost reluata cu acid azotic 5%, dupa o prealabila
umectare a hértiei de filtru, si colectata intr-un balon cotat de 50 ml. Astfel s-a

obtinut solutia de lucru, care ulterior a fost supusa analizei spectrofotometrice.
6.3. DETERMINAREA CANTITATIVA A BIOELEMENTELOR

Dupa calcinare cenusa, care continea elementele metalice provenite din
organele prelevate de la sobolani, a fost adusa in solutie si supusa analizei prin
spectrofotometrie de absorbtie atomica in flacara. S-a utilizat spectrofotometrul
VARIAN Spectra A 110.

Metalele au fost analizate folosind lampi, dupa cum urmeaza: magneziul la
202,6 nm curentul 1ampii fiind de 4 mA, calciul la 422,7 nm, prin spectrofotometrie
de emisie-absorbtie, cuprul la 324,8 nm, la acelasi curent de 4 mA al lampii, zincul
la 213,9 nm la un curent de 5 mA, iar fierul la 248,3 nm la acelasi curent de 5 mA al
lampii.

Citirea valorilor are la baza o anumita tehnica de lucru. Astfel, aparatul se
deschide cu aproximativ 30 de minute inainte de Iinceperea citirilor, acesta
reprezinta de fapt timpul de " intrare in regim de functionare" a aparatului. Lampile
catodice s-au verificat cu aproximativ 15 minute inainte de inceperea masuratorilor.

S-a definit punctual “0” pe scala aparatului, si s-a efectuat reglarea parametrilor
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operationali. S-a cuplat compresorul de aer, s-a deschis robinetul buteliei de
acetilena, si s-a aprins flacara. Initial s-a aspirat in tubul capilar apa bidistilata,
regland pozitia arzatorului pentru a stabili punctual “0”. Ulterior s-a procedat la
aspirarea succesiva a solutiei standard, masurand absorbtia pentru fiecare serie de
determinari si pentru fiecare solutie etalon.

Dupa trasarea curbelor de etalonare cu concentratii care sa se incadreze in
domeniul liniar, s-au citit absorbantele probelor, aria picurilor rezultate fiind o
masura a concentratiei de metal din solutie. Solutia de lucru a fost diluata, astfel
incat concentratia obtinuta sa fie in domeniul de masurare posibil.

Dupa determinarea cantitativa a bioelementelor metalice rezultatele au fost

centralizate si tabelate.

6.4. ANALIZA BIOELEMENTELOR DIN TESUTURI SI
ORGANE

Prin experimentul efectuat a fost urmaritd modificarea homeostaziei
biochimice prin variatia concentratiei unor bioelemente in diferite tesuturi si organe,
dupa administrarea de cis-platind, precum si modul in care aceasta afecteaza
respectivele organe dar si instituirea de masuri care pot fi luate in sensul diminuarii
acestor efecte nedorite.

Determinarea cuantumului elementelor biometalice a fost realizata din
probe de tesuturi si organe prelevate de la animalele de laborator, si anume: ficat,

rinichi, creier, cord, splina si muschi.

6.5. ANALIZA BIOELEMENTELOR DIN FICAT

Ficatul este considerat o blanda anexa a tubului digestiv care are
capacitatea de a stoca o mare cantitate de sange datoritd puternicei vascularizatii
vehiculand astfel si un important cuantum de metale. Celulele hepatice sunt foarte
active, cu o rata ridicata a metabolismului, fiind implicate in biotransformarea
carbohidratilor, lipidelor, proteinelor, in producerea de substante cu rol in procesele
de coagulare, in eliminarea metabolitilor reziduali si a produsilor reziduali ai

xenobioticelor.
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Ficatul reprezintda constituie un organ foarte activ din punct de vedere
biochimic, avand si capacitatea de a detoxifia si ulterior de a excreta in bila o mare
cantitate de xenobiotice. Leziunile hepatice duc la acumularea unor substante in
lichidele biologice. Ficatul are rolul de detoxifiere a organismului. De asemenea, in
ficat se gasesc o serie de enzime, cum ar fi ceruloplasmina, citocromoxidaza,
liziloxidaza, monoaminooxidaza, superoxiddismutaza, ascorbicoxidaza, tirozinaza,
etc, cu functii vitale in organism [337].

In tabelul 6-1 este prezentat cuantumul magneziului si calciului in ficat la

sobolanii Wistar - rezultatele obtinute in cadrul experimentului efectuat.

Tabel 6-1. Concentratia calciu si magneziu in ficat

Ca Mg
Specificare n (na/9) (ng/9)
X £DS X £DS
Grupa Cp 10 45,52 £ 7,53 263,16 £ 42,63
Grupa E1 10 46,67 £ 7,95 269.16 + 45,89
A? +1,15 +5.98
Grupa Ez ‘ 10 47,55 £+ 6,26 278,64 £ 48,14
AY +2,03 +15,48
Grupa Es ‘ 10 48,92 + 7,65 287,71 + 50,64%*
AY +3’40 +2455
Grupa Es ‘ 10 50,98 + 7,80* 294,73 £ 52,56*
AY +5’46 +3157

n — numar de animale
*p< 0,01; ** p<0,05

Conform celor prezentate se poate observa cum, in cazul ficatului,
concentratia calciului nu prezinta diferente semnificative, aparand variatii ale
concentratiei la grupele experimentale (Ei-Es4), precum si la grupa de control (Cp) -
fig. 6-1.

In general, cresterea concentratiei ionilor de calciu la grupele experimentale

reprezintd un semn de mare importanta care releva mobilizarea excesiva de saruri
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de calciu din tesuturi, a unei perturbari in eliminarea renald sau a asocierii acestor
mecanisme. Aceste manifestari pot fi cauzate de hiperparatiroidism, si mai rar de

neoplasme osoase, afectiuni renale cronice, intoxicatie cronica cu vitamina D.
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Fig. 6-1 Histograma de redare a valorii ionilor Mg si Ca in ficat

Din datele prezentate anterior, in ficat se constata de asemenea o
acumulare de magneziu. Deoarece magneziul este un cofactor enzimatic important
pentru un numar mare de enzime, iar ficatul este sediul a numeroase enzime fiind
implicat in metabolismul intermediar si in detoxifierea organismului, se poate explica
prezenta magneziului in concentratii marite la grupele experimentale comparativ cu
grupul de control [338].

Seria de analize efectuate pentru decelarea concentratiei zincului, cuprului si
fierului n ficatul sobolanilor Wistar este prezentata in tabelul 6-2.

Zincul este prezent in structura metaltioneinei, care actioneaza ca un sistem
transportor. De asemenea, este un compus esential al enzimei superoxid dismutaza,
(SOD), alaturi de cupru. Aceasta enzima este un compus antioxidant puternic cu rol
in legarea radicalilor liberi [339]. Enzima SOD catalizeaza descompunerea ionului

superoxid, generand radicalii liberi [340].
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Datorita importantei zincului in activitatea unor enzime, se presupune ca
variatia concentratiei zincului produce o schimbare biochimicd semnificativa a

substratului folosit de enzima [341] .

Tabel 6-2. Concentratia zincului, cuprului si fierului in ficat

Zn Cu Fe
Specificare n (ng/g tesut) (ng/g tesut) (ng/g tesut)
X + DS X + DS X +DS

Grupa Cp 10 32,93 + 5,48 9,26 £ 1,52 195,05 + 27,50
Grupa E; 10 34,57+ 5,76 9,38 £ 1,64 189,87 % 26,53

AX +1,64 +0,12 -5,18
Grupa E; ‘ 10 35,18 + 5,93 9,59 + 1,90 184,79 24,31

AX +2,25 +0,33 -10,26
Grupa E3 ‘ 10 35,76 + 6,21 9,97 £ 2,16 | 178,33 + 24,76%*

AX +2,83 +0,71 -16,72
Grupa E4 ‘ 10 36,89  6,75% 10,37 % 2,30% 171,71 + 23,90%

AX +3,96 +1,11 -23,34

n - numar de animale
*p< 0,01; ** p<0,05

Datele prezentate in tabelul 6-2 ilustreaza concentratia zincului in ficat.
Acestea sunt direct proportionale cu doza administratda, putandu-se observa o
crestere a concentratiei acestuia la grupele experimentale comparativ cu grupul de
control.

Studii efectuate au aratat ca, in urma administrarii de cis-platind are loc o
crestere a peroxidarii lipidice la nivelul rinichiului si al ficatului, cu scaderea
concentratiei unor enzime si vitamine cu rol antioxidant (e.g.: glutation -
peroxidaza, vitaminele A si E), cu aparitie efectelor nefrotoxice si hepatotoxice[342].
Reactiile cu formare de radicali liberi sunt responsabile pentru multe din reactiile

adverse ale chimioterapicelor, iar modalitatea de protectie a celulelor necanceroase
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si a organelor de actiunea agentilor citostatici este aceea de a administra
antioxidanti [343, 344] .

Importanta zincului pentru metabolismul proteic a fost evidentiata la sobolani,
unde in ficat, stimuleaza biosinteza DNA. Scaderea incorporarii timidinei radioactive
in carenta de zinc stimuleaza sinteza DNA.

Cu privire la cupru, din datele prezentate in tabel 6-2 se observa o crestere
a concentratiei acestui metal la grupele experimentale comparativ cu grupa de
control, despre cupru cunoscandu-se faptul ca este implicat ca si cofactor enzimatic
intr-o serie de reactii metabolice din organism.

Dupa [345] supraincarcarea hepatica a cuprului determind leziuni hepatice
progresive.

Din analiza datelor experimentului nostru, putem presupune ca administrarea
de cis-platina nu favorizeaza aparitia unor tulburari hepatice cronice [346].

Cuprul actioneaza mpotriva bolilor hepatice cronice si favorizeaza sinteza de
colagen. In bolile hepatice cronice concentratia cuprului creste, in timp ce
concentratia calciului, magneziului si a zincului scade [347, 348].

Ficatul reprezinta organul care reflectd cel mai bine statusul cuprului in
organism, astfel ca determinarile hepatice de cupru evalueaza cel mai bine statusul
acestuia in organism. Depozitarea majora a cuprului hepatic are loc in celulele
parenchimatoase, dar cuprul poate apare si in alte formatiuni (i.e. celulele Kupffer)
in caz de intoxicatie. Distributia intracelulara a cuprului, in caz de exces, se produce
la nivelul nucleului, mitocondriilor si lizozomilor. Cea mai mare parte a cuprului
mitocondrial este localizata la nivelul membranei interne a acesteia. La acest nivel,
cuprul stocat reprezinta un rezervor pentru sinteza de citocromoxidaza care conduce
la reducerea cantitatii de cupru din membrana mitocondriala interna.

Atomii de cupru din compozitia ceruloplasminei stau la baza utilizarii cuprului
in biosinteza de citocromoxidaza. Este cunoscut faptul cd o scadere a concentratiei
de cupru duce la o scadere a citocromoxidazei la nivel de cord, ficat, pulmon si
pancreas. Administrarea de ceruloplasmind la sobolani este urmatd de reluarea
activitatii citocromoxidazei intr-o masura mult mai mare decat dupa administrarea
altor forme de cupru [349] .

Antagonistii cuprului pot interfera absorbtia intestinald dar si stocarea sa la

nivel hepatic. Dintre acestia putem aminti calciul zincul, fierul.
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Astfel, calciul in exces, asa cum este cazul experimentului nostru, inhiba
absorbtia cuprului prin cresterea pH-ului mediului digestiv. Cuprul precipita sub
forma de hidroxid la pH de 5,5, fiind necesara o cantitate relativ redusa de calciu
pentru a aduce pH-ul la nivelul la care ionul de cupru precipita. Calciul poate preveni
acumularea periculoasa a cuprului in ficat.

In competitie directd cu zincul se afld si cuprul pe parcursul procesului de
absorbtie. Un exces de zinc poate provoca o scadere a activitatii citocromoxidazei
hepatice si poate reduce toxicitatea cuprului. in cazul unei carente de zinc, are loc o
crestere a absorbtiei de zinc, dar si de cupru.

Interrelatia dintre zinc si cupru consta in faptul cd excesul primului are ca
urmare diminuarea depozitului hepatic al cuprului si reducerea activitatii
citocromoxidazice hepatice, concomitent cu cresterea cuprului plasmatic pe seama
celui mobilizat din ficat.

Desi are numeroase interrelatii cu cuprul, fierul i-I competitioneaza direct la
nivelul absorbtiei digestive, interferenta fiind reciproca, avand in vedere ca in cazul
unei carente de fier la sobolani concentratia hepatica de cupru este crescuta, aspect
care poate fi observat si in cazul experimentului nostru.

In urma absorbtiei, cuprul este legat de albumina sericd, cu care este
distribuit la tesuturi si este captat de eritrocite. Fixarea cuprului de albumina serica
este un alt proces in care se poate evidentia antagonismul dintre cupru si zinc.

In conditii normale, majoritatea cuprului absorbit este distribuit in ficat, care
este principalul organ implicat in metabolismul cuprului.

Intre ionii de cupru si fier existd o relatie de interdependentd, ambii fiind
implicati in hemoglobinogeneza deci si in hematopoeza. Carenta de cupru induce o
crestere a depozitelor de fier la nivel de ficat si viceversa. Administrarea de cupru la
sobolani care au carenta de cupru determina mobilizarea fierului hepatic si cresterea
concentratiei fierului sanguin.

Din analiza datelor referitoare la cuantumul fierului in ficat, (v. fig. 6-2) se
poate observa scaderea concentratiei fierului la grupele de experimentale
comparativ cu grupul de control, aceasta scadere fiind proportionald cu doza

administrata.
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Concentratia (ug/g tesut)

Fig. 6-2 Histograma de redare a valorii ionilor Zn, Cu si Fe in ficat

In cazul carentei de fier la sobolani se constatd o crestere a concentratiei de
cupru in ficat, distributia cuprului acumulat excesiv la nivel intracelular fiind
asemanatoare cu cea constatata in cazul cu cea a administrarii parenterale a
cuprului.

Daca depozitarea cuprului in ficat devine excesiva se poate instala ciroza.
Cresterea valorilor cuprului la nivel hepatic se poate datora deteriorarii sintezei de
ceruloplasmind, sau a unui defect al incorporarii cuprului in globulina care -1 leaga.

Fierul, cu exceptia celui din structura hemoglobinei, se afla depozitat in ficat
sub forma de feritind. Hepatocitele contin o cantitate mare de apoferitind care au
capacitatea de a lega fierul, formand feritina. La o scadere a concentratiei fierului in
lichidele biologice, acesta este eliberat din feritind si transportat in sénge. Prin
urmare putem presupune ca sistemul feritind - apoferitina actioneaza ca un sistem
tampon dar si ca un mediu de stocare a fierului.

Avand in vedere implicarea fierului in procesele de coagulare, precum si
prezenta acestuia in structura hemoglobinei, se poate explica prezenta unei cantitati
scazute de fier in ficat la grupele experimentale, comparativ cu grupul de control,
datorata, probabil, aparitiei leziunilor hepatice. O altd explicatie ar putea fi bazata

pe aspectele mentionate mai sus, si anume, ca la o scadere a concentratiei fierului
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in lichidele biologice, acesta este mobilizat din depozitele localizate la nivel hepatic,
si transportat in fluxul sanguin. Dacd luam in considerare faptul cd se remarca o
crestere a valorilor fierului la nivel sanguin, aceasta poate sugera existenta unei
interdependente in raport cu scaderea concentratiei fierului hepatic.

Fierul hepatic catalizeaza peroxidarea lipidelor. Supradozarea cu fier poate
provoca o crestere a ratei de peroxidare a lipidelor, insotita de o degradare a
reticulului endoplasmatic si, ca si consecinta scade capacitatea de oxidare a ficatului
[349].

Datele ce ilustreaza afectarea ficatului in urma administrarii de cisplatina pot fi
sintetizate astfel: concentratia calciului este crescutd la grupele la care se
administreaza doze mai mari de cisplatind, si concentratia magneziului prezinta
cresteri semnificative. Atat concentratia zincului cat si a cuprului este crescuta in
cazul ficatului, ceea ce aratd aparitia fenomenului de sinergism fintre cele douad
metale dupa administrarea de cis-platina. Concentratia ionilor de fier este scazuta,

probabil datorita leziunilor hepatice.

6.6. ANALIZA BIOELEMENTELOR DIN RINICHI

Rinichiul are trei functii majore: de excretie, de mentinere a volumului
lichidului extracelular si este sediul de sintezd a unor hormoni. Rinichiul este
totodata organul cel mai afectat de administrarea cis-platinei, consecinta acesteia
fiind aparitia efectelor nefrotoxice: afectarea reabsorbtiei tubulare, glomerulonefrita,
chiar insuficienta renala [350 - 353].

Rinichiul este principalul responsabil de mentinerea homeostaziei, si a
echilibrului hidroelectrolitic. Rinichiul este implicat in formarea urinei, reglarea
balantei hidro-electrolitice, a echilibrului acido-bazic, excretia produsilor rezultati din
metabolismul proteic, are functie endocrinad si intervine in conservarea proteinelor.
Datele cunoscute din literaturad releva acumularea cis-platinei la nivel renal, precum
si efectele nefrotoxice ale acesteia [329, 354, 355].

In tabelul 6 -3 este prezentatd variatia concentatiei unor bioelemente in rinichi
dupa administrarea de cis-platind, la grupele experimentale comparativ cu grupul de

control prezentandu-se diferentele mediilor.
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Din datele prezentate se poate observa o scadere a concentratiei calciului la
grupele experimentale comparativ cu grupul de control, scaderea fiind proportionala
cu doza administrata (v. fig. 6-3).

Tabel 6-3. Concentratia calciului si magneziului in rinichi

Ca Mg
Specificare n (ng/g tesut) (ng/g tesut)
X + DS X + DS
Grupa Cp 10 63,18 +£ 10,53 204,27 £ 40,90
Grupa E; 10 62,00 % 10,20 199,40 + 33,20
AX -1,18 -4,87
Grupa E; ‘ 10 61,57 + 10,42 194,84 + 32,47
AX -1,61 -9,43
Grupa E; ‘ 10 59,88 + 9,22%* | 187,99 * 31,33**
AY -3,30 -16,28
Grupa E, ‘ 10 57,86 + 8,85%* 180,06 + 29,52%
AX -5,72 -24,11

n — numar de animale
*p< 0,01; ** p<0,05

Este cunoscut faptul ca rinichiul are un rol foarte important in homeostazia
ionilor de calciu si magneziu prin capacitatea de a modifica excretia acestora in
functie de necesitatile organismului.

Calciul si magneziul au roluri fundamentale in organism participand la
numeroase procese metabolice. Marea parte din aceste metale se afla depusa in
schelet sub forma de saruri, constituind, aldturi de ionii de fosfat componenta
minerala care conferd rezistenta si stabilitate oaselor. O mica cantitate se afla sub
forma de ioni Ca2* si Mg 2+ in celule si fluidele corpului, cu rol important in
contractia musculaturii netede si striate, coagularea séngelui, transmiterea
impulsurilor nervoase. Concentratia acestor ioni este mentinuta constanta de
mecanisme care regleaza homeostazia intervenind 1n absorbtia intestinala,

mobilizarea acestora din sistemul osos, eliminarea intestinala si renala.
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Hipocalcemia aparuta la grupele experimentale este o consecinta a hipomagneziemiei
poate fi datoratd scaderii secretiei de parathormon, ca urmare a aparitiei efectelor
nefrotoxice secundare administrarii de cis-platina [356].

in mentinerea nivelului magneziemiei un rol esential ii revine rinichiului, care

intervine si in prevenirea cresterilor spectaculoase ale concentratiei plasmatice ale
acestui ion.

230 7
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199,14 194,84
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Fig. 6-3 Histograma de redare a valorii ionilor Mg si Ca in rinichi

Studiul mecanismelor implicate in mentinerea homeostaziei magneziului este
incomplet dar se pare ca rinichiul are un rol important in mentinerea cu variatii
reduse, a concentratiei plasmatice a ionilor de magneziu, deoarece poate excreta
rapid cantitati excesive de magneziu din organism sau poate sista eliminarea in
cazul depletiilor de magneziu.

Depletia de magneziu si hipomagneziemia sunt urmarea bilantului negativ al
magneziului. Datoritd capacitatii crescute a rinichiului de a retine magneziul, aportul

alimentar scazut nu poate produce depletia de magneziu. Aceasta poate fi cauzata
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de afectiuni caracterizate prin pierderi masive asociate cu tulburari de absorbtie
intestinala.

Manifestarile clinice ale depletiei de magneziu constau in tulburari musculare
si comportamentale. Cercetarile experimentale au aratat ca depletia de magneziu
produce la sobolani tulburari ale functiei renale, caracterizate prin proteinurie,
calciurie, aminoacidurie si scaderea capacitatii de concentrare [357-360].

Una dintre cauzele hipomagneziemiei aparute la nivel renal in urma
administrarii de cisplatind ar fi si terapia cu diuretice, manitolul fiind prezent in
compozitia produsului Sin-Platin, care a fost administrat la animalele de laborator, in
cazul experimentului efectuat.

in continuare, tabelul 6-4 prezintd variatia concentratiei zincului, cuprului si
fierului Tn rinichi la sobolani Wistar dupa administrarea de cis-platina. Datele

obtinute de la grupele experimentale sunt comparate cu grupa de control.

Tabel 6-4. Concentratia zincului, cuprului si fierului in rinichi

Zn Cu Fe
Specificare n (ng/g tesut) (ng/g tesut) (ng/g tesut)
X +DS X +DS X +DS
Grupa Cp 10 23,87 + 3,98 5,46 £ 1,36 58,23 + 11,65
Grupa E; 10 24,57 + 4,13 5,57 £ 1,39 59,74 + 12,30
AX +0,70 +0,11 +1,51
Grupa E; ‘ 10 25,33 % 4,30 5,62 £ 1,40 61,06 + 13,01
AX +1,46 +0,16 +2,83
Grupa E; 10 25,99 * 4,51 5,80 £ 1,42 | 62,65 + 13,95%*
AX +2,12 +0,34 +4,42
Grupa Eq 10 26,73 + 4,90% 6,05 + 1,46%* | 64,71 £ 14,95*
AX +2,86 +0,59 +6,48

n — numar de animale
*p< 0,01;** p<0,05
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Datele prezentate in fig. 6-4 releva o crestere a concentratiei zincului Tn
rinichi la grupele experimentale comparativ cu grupa de control, cresterile fiind
semnificative la grupele experimentale E;, Es si E4 (p<0.05; p<0.01 ).

Zincul formeaza complexe stabile cu aminoacizii histidina si cisteina aflati in
structura proteinelor. De asemenea zincul intrd in compozitia a 200 de
metaloenzime. O parte din acestea sunt implicate in sinteza acizilor nucleici si a
proteinelor (e.g.: DNA si RNA polimeraza, revers-transcriptaza). Zincul este implicat
in sinteza metaltioneinei, care intervine n metabolismul cuprului si zincului.
Proteinele realizeaza legaturi preferential cu cuprul si nu cu zincul, cu formarea unor
complexe non-absorbabile la nivelul tractului gastrointestinal, diminuadnd absorbtia
cuprului.

La nivelul ficatului, declansarea sintezei de metaltioneina este importanta in
conditii de stress cand zincul este blocat la nivel hepatic. Proteinele cu zinc
realizeaza legaturi cu macromolecula de DNA, fiind implicate in sinteza de

metaltioneina.
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Fig. 6-4 Histograma de redare a valorii ionilor Zn, Cu si Fe in rinichi
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Avand in vedere implicarea zincului in activitatea enzimelor cu rol in sinteza
proteinelor si a acizilor nucleici, este explicabil rolul sdu in procesul de replicatie
[86] .

In ceea ce priveste concentratia ionilor de cupru in rinichi, nu se observa
variatii majore la grupele experimentale comparativ cu grupul experimental,
aparand doar usoare cresteri la grupele experimentale, cresterile fiind semnificative
la grupele la care au fost administrate doze mai mari de cis-platina.

Ionii metalici, printre care si ionii de cupru au un rol important in producerea
radicalilor liberi [361, 362]. Radicalii liberi generati induc peroxidarea lipidica,
influenteaza sinteza proteinelor, cu efect asupra tesuturilor datorita inducerii unor
procese de mutageneza la nivelul macromoleculei de DNA [363 - 366].

O crestere a concentratiei ionilor de cupru in circulatia sanguina duce la
destructia membranei eritrocitare. Ca urmare a acestui efect destructiv, fierul din
eritrocitele lezate se poate acumula la nivel tisular, acesta fiind o posibila explicatie
privind concentratiile ridicate de fier la loturile experimentale la care s-a administrat
cis-platina.

Din datele prezentate anterior (fig. 6-4) se poate observa aparitia unei
cresteri a concentratiei de fier la nivel renal, crestere care este proportionala cu
doza administrata grupurilor experimentale.

Ionii de fier sunt prezenti in structura hemoglobinei, implicata in transportul
oxigenului dar asigura si mentinerea structurii unor coenzime cu structura
tetrapirolica. Afectarea functiei renale prin administrarea de cis-platina se afla la
originea acumularii de fier la nivel renal [367].

Concluziile cu privire la afectarea rinichiului in urma administrarii de
cis-platind se pot rezuma astfel: concentratia magneziului scade cu 31.7 % la grupa
Ei, cu 68.3% la grupa E, cu 63.5% la grupa E3z si cu 53.6% la grupa Ea.
Concentratia calciului este scazuta la grupele experimentale comparativ cu grupa de
control. Apare o acumulare a fierului la nivel renal concretizatd in cresterea
concentratiei ionilor de fier. in ceea ce priveste concentratia cuprului si a zincului, se
observa cresterea concentratiei cuprului si zincului la grupele experimentale Ei- E4
comparativ cu grupa de control (Cp). Astfel, si la nivelul rinichiului, intre ionii de
cupru si zinc, se constatda o relatie de sinergism dupa administrarea cis-platinei.

Relatii de antagonism s-au observat in raport cu metalele alcalino-teroase.
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6.7. ANALIZA BIOELEMENTELOR DIN CREIER

in tabelul 6-5 sunt prezentate concentratiile calciului si magneziului
prezente in creier, prelevat de la sobolanii Wistar din grupele luate in studiu.
Conform celor prezentate in tabelul 6-5 se poate observa ca in cazul calciului,
concentratia acestuia la nivelul creierului scade la grupele experimentale comparativ
cu grupa de control.

Tabel 6-5. Concentratia calciului si magneziului in creier

Ca Mg
Specificare n (ng/g tesut) (ng/g tesut)
X + DS X + DS
Grupa Cp 10 41,27 + 8,24 143,30 + 23,80
Grupa E; 10 40,38 £ 6,84 140,73 + 23,46
AX -0,89 -2,57
Grupa E» ‘ 10 39,24 + 6,77 136,18 + 22,70
AX -2,03 -7,12
GrupaE; | 10 37,95 7,89 133,04 % 22,17%*
AY -3,32 -10,26
Grupa E4 ‘ 10 36,46 + 6,41% 126,98 + 25,40%
AY -4,81 -16,32

n — numar de animale
*p< 0,01; ** p<0,05

In organism scaderea concentratiei calciului seric (hipocalcemia) si a
calciului tisular poate apare ca urmare a aportului deficitar fosfocalcic, a eliminarilor
excesive la nivel digestiv sau renal, sau ca urmare a cresterii fosfatemiei. Cauza cea
mai frecventa a hipocalcemiilor este hipoparatiroidismul, care se poate asocia si cu
alcaloza, hipokaliemia si hipomagneziemia.

In ceea ce priveste variatia concentratiei magneziului in creier, se observa

o scddere considerabilda a concentratiei acestuia la grupele experimentale
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comparativ cu grupul de control. Depresia concentratiei tisulare a magneziului este
o caracteristica generald a actiunii cis-platinei .

Magneziul are o influenta puternica asupra sistemului nervos central ( este
implicat in inducerea somnului) si periferic (deprima placa neuromotorie, avand un
efect antispastic).

La nivel sanguin hipomagneziemiile apar in urma unor tulburadri ale
absorbtiei intestinale, afectiunilor pancreatice, cirozelor, alcoolismului [368-370].

Tabelul 6-6 prezinta cuantumul altor biometale: zinc, cupru si fier in

probele de creier prelevate de la sobolanii Wistar.

Tabel 6-6. Concentratia zincului, cuprului si fierului in creier

Zn Cu Fe
Specificare n (ng/g tesut) (ng/g tesut) (ng/g tesut)
X + DS X + DS X + DS
Grupa Co 10 12,63 £ 2,10 2,95 % 0,49 27,65 * 4,60
Grupa E; 10 12,27+ 2,04 2,83 0,47 26,66 * 5,33
AX -0,36 -0,12 -0,99
Grupa E; 10 11,87 £ 1,96 2,78 % 0,46 25,73 + 5,14
AX -0,76 -0,17 -1,92
Grupa E; 10 11,61+ 1,60 2,69 % 0,66 25,01 % 4,75
AX -1,02 -0,26 -2,64
Grupa E4 10 11,13 + 1,48% 2,61 + 0,62%* 24,27 * 4,26*
AX -1,50 -0,34 -3,38

n - numar de animale
*p< 0,01; ** p<0,05

Din datele prezentate in tabelul 6-6 se poate observa o scadere a
concentratiei zincului in creier la grupele experimentale E; si Ez, la care s-a

administrat o dozd mai scazuta de cis-platind, urmata de o usoara crestere a
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concentratiei acestuia la grupele care au primit o dozd mai mare de cis-platina (v.
fig. 6-5).
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Fig. 6-5 Histograma de redare a valorii ionilor Zn, Cu si Fe in creier

Se cunoaste faptul cd o insemnata cantitate de zinc se afla in creier, in
cortexul cerebral si hipocamp, aproximativ 90% din acesta fiind legat de
metaloproteine, iar restul este stocat in neuroni [371, 372].

Scaderea concentratiei zincului determind alterarea activitatii Zzn - SOD
(superoxiddismutaza), care determina peroxidarea lipidelor celulare [373].
Concentratia crescuta a zincului este asiguratd de transportori membranari de
natura proteica, cum ar fi metaltioneinele care asigura chelatarea zincului [374,
375].

Deficitul de zinc a fost descris pentru prima data in Iran si Egipt, la adolescenti

care au prezentat retard mental si hipogonadism.
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La animale de experienta aflate in cursul gestatiei, deficitul de zinc poate
avea repercursiuni asupra produsilor de conceptie. Pot apare anomalii fetale si
incompleta dezvoltare cerebrald a embrionilor [349].

La om, si in special la copii, deficitul acut de zinc este manifestat prin leziuni
ale pielii in special la extremitati si in jurul orificilor, diaree, iritabilitate, tulburari de
crestere, si risc crescut la infectii.

In cazul anemiei pernicioase, a afectiunilor maligne, arsurilor, traumatismelor,
infectiilor acute, concentratia de zinc poate scadea semnificativ, probabil datorita
redistribuirii acestuia la nivelul unor tesuturi, in special la ficat [86] .

Perturbarea nivelului de zinc din organism poate fi asociata cu anumite
manifestari patologice, nivelul zincului fiind mai redus in conditii de stres si dupa
traumatisme, dar concentratia plasmatica de zinc nu poate reda nivelul intracelular
al acestuia.

Studii efectuate in ultimii ani au sugerat existenta unei relatii de inversa
proportionalitate intre nivelul seric al feritinei si concentratia de zinc din organism
[86].

Zincul este vital pentru functionarea normala a creierului, in special la nivelul
hipocampului. Ionii de zinc sunt esentiali in procesul de fosforilare a tubulinei de la
nivel cerebral si in transportul acesteia precum si in cresterea numarului de
neurofilamente. Deoarece zincul este implicat in structura DNA si RNA este explicabil
rolul sdu vital in maturarea si proliferarea neuronald. La nivel cerebral zincul este
prezent in cantitati mai mari Tn bulbul olfactiv si hipocamp unde participa la
procesele de neurotransmisie [376].

Studii in vitro sugereaza ca zincul moduleaza activitatea receptorilor acidului
gama - amino butiric (GABA), si N-metil — D - aspartatului (NMDA), care sunt
implicati in stimularea memoriei.

Zincul asigura integritatea barierei hemato - encefalice contracarand efectele
aluminiului si a altor compusi toxici. Zincul protejeazd bariera hemato - encefalica
de stresul oxidativ ca urmare a capacitatii sale antioxidante, asigurénd mentinerea
homeostaziei la nivel cerebral si impiedicand aparitia tulburarilor neurologice.

Pe de alta parte, [377], au aratat ca o crestere a consumului de zinc creste
concentratia acestuia la nivel cerebral, produce tulburari de memorie datorita
influxului de zinc din veziculele presinaptice la nivelul neuronilor si pare a fi

responsabila de procesele neurodegenerative.
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O scadere a concentratiei zincului si a cuprului concomitent, poate fi
determinata de o competitie intre cele douda metale, dar poate genera o scadere a
activitatii Cu-Zn-SOD, ceea ce determind o scadere a protectiei antioxidante
realizate de aceasta enzima [378, 379] .

In ceea ce priveste concentratia cuprului in creier dupd administrarea de
cis-platind, se poate observa o usoarda scadere a acestui metal, diferentele
semnificative existand doar la grupa careia i s-a administrat o doza mai mare de
cis-platina.

Cuprul este implicat in absorbtia si transportul fierului. Astfel, o scadere a
concentratiei de cupru la nivel tisular poate atrage dupa sine o scadere a
concentratiei de fier [380, 381].

Dupa [382], exista o legatura evidentda intre hepatotoxicitate si stresul
oxidativ aparut la nivelul creierului. Stresul oxidativ a fost declansat de producerea
radicalilor liberi, de peroxidarea lipidica, cu aparitia unor nivele ridicate de
malondialdehida (MDA), de specii reactive de oxigen (ROS), de nitrati (NO). De
asemenea, actiunea enzimelor antioxidante glutation-peroxidaza, glutation-
reductaza si catalaza au Iinregistrat valori scdzute, iar activitatea enzimei
superoxiddismutaza a crescut. Acest studiu demonstreaza existenta unei legaturi
intre efectul toxic generat de administrarea unei substante la nivel hepatic si
declansarea stresului oxidativ la nivelul creierului.

Din analiza datelor experimentale se poate observa o scadere a
concentratiei fierului in creier la grupele experimentale proportional cu doza de
cis-platina administrata, comparativ cu grupul de control.

Pe langa implicatiile hematologice prezentate in capitolul anterior, putem
sugera implicarea fierului in buna functionare a sistemului imun si a sistemului
nervos.

Dupa [383], s-a aratat ca la copiii cu deficiente de fier apar tulburari
comportamentale. Ulterior numeroase studii au intdrit ideea cd@ scdderea
concentratiei fierului duce la tulburari psihomotorii si ale functiei cognitive.

Un studiu efectuat de [384] pe sobolani care nu prezentau anemie dar
aveau deficienta de fier a relevat aparitia unor modificari biochimice la nivel
cerebral. Studiului a urmarit continutul de fier la nivelul creierului, activitatea
enzimei monoaminomonooxidaza (MAO) de la nivelul corpilor striati, si a

metabolitilor acesteia de la nivelul cortexului. Rezultatele au aratat ca nivelul de fier
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precum si activitatea enzimei MAO la sobolanii cu deficienta de fier au scazut
considerabil. De asemenea, concentratiile metabolitilor de la nivelul cortexului
cerebral au scazut considerabil. Acest aspect indica aparitia unor tulburari la nivelul
metabolismului enzimei MAO pe fondul unei carente de fier.

Cis-platina este un agent alchilant care interactioneaza cu macromolecula de
DNA, mpiedicand astfel si sinteza proteinelor. Astfel poate fi explicatd scaderea
concentratiei zincului la nivelul creierului, fiind cunoscut faptul ca, in cantitati mici,
cis-platina poate traversa bariera hemato-encefalica.

Concluziile cu privire la afectarea creierului de catre cis-platina pot fi
rezumate astfel: concentratia calciului si magneziului este scazuta, comparativ cu
grupa de control. In cazul oligoelementelor concentratia zincului si cuprului prezint3
scaderi semnificative la grupa Es. Concentratia fierului este de asemenea scazuta.
Ionii de fier sunt implicati in structura hemoglobinei, cu rol in oxiforeza (transportul
de oxigen) a transferinei dar si in structura unor enzime care intervin in reactii de

oxido-reducere din cadrul proceselor metabolice.

6.8. ANALIZA BIOELEMENTELOR DIN CORD

Dintre cationii analizati in cadrul experimentului, trei influenteaza proprietatile
electrice ale cordului: potasiul, calciul si magneziul [186, 349, 385]. Calciul este
implicat in contractilitatea miocardului, un exces de calciu ducand la vasoconstrictie
si la accelerarea ritmului cardiac, iar magneziul produce vasodilatatie.

La nivelul musculaturii cardiace contractia este declansatd de presiunea
exercitata de fluxul sanguin la nivelul inimii in timpul sistolei ducand la reducerea
dimensiunii atriilor si ventriculelor. Muschiul cardiac, extrem de activ necesita
cantitati mari de oxigen care este furnizat de reteaua capilarelor. Aproximativ 75%
din oxigenul provenit din sange este tranzitat prin cord, iar modificari ale
metabolismului la acest nivel se datoreaza afectiunilor de la nivelul arterelor
coronare [86].

Cu referire la concentratia unor biometale analizate din cord dupa

administrarea de cis-platind, datele analitice sunt prezentate in tabelul 6-7.
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Tabel 6-7. Concentratia calciului si magneziului in cord

Ca Mg
Specificare n (ng/g tesut) (ng/g tesut)
X +DS X +DS
Grupa Cp 10 21,36 + 3,26 235,91 + 39,20
Grupa E; 10 20,28 * 3,08 227,41 + 37,15
AX -1,08 -8,50
Grupa E; ‘ 10 19,95 * 2,92 216,53 35,98
AX -1,41 -12,50
Grupa E3 ‘ 10 19,49 £2,64** | 215,75 + 34,45%*
AY -1,87 -20,16
Grupa Eq4 ‘ 10 18,82 £ 2,13% 207,61 % 33,60*
AY -2,54 -28,30

n — numar de animale
*p< 0,01; ** p<0,05

Din valorile prezentate, legat de concentratia calciului in cord, se poate
observa o scadere a concentratiei acestuia, mai redusa la administrarea de doze mai
mici, cresterea fiind mai marcata la administrarea unor doze mai mari, respectiv la
grupele experimentale E; si Es (v. fig. 6-6). Acest fapt vine in completarea
mentiunilor anterioare cu privire la antagonismul magneziu - calciu.

Variatia cuantumului de magneziu in cord se concretizeaza intr-o scadere a
concentratiei acestuia de magneziu in cord invers proportionala in raport cu doza de
cis-platind administrata.

La nivel de miocard, magneziul are un rol important in inhibarea centrilor
ectopici cardiaci (avand un efect antiaritmic) si de protectie impotriva leziunilor
aterosclerotice, mecanismul fiind incd incomplet cunoscut. O scadere a nivelului de
magneziu la nivelul cordului duce la o diminuare a efectului cardioprotector al

acestuia.
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Fig. 6-6 Histograma de redare a valorii ionilor Ca si Mg in cord

La nivelul cordului, activitatea magneziului este strans legata de cea a
calciului. Magneziul se comporta ca un antagonist al calciului, avand rol
cardioprotector prin diminuarea excitabiliitatii si conductibilitatii miocardului.

Dupa [386], se poate realiza o legatura intre deficienta cronica de magneziu si
frecventa unor tulburari cardiovasculare. Efectele cardiovasculare ale carentei de
magneziu au fost puse pe seama scaderii timpului de coagulare, pe cresterea
adezivitatii trombocitare si pe scdderea capacitdtii de aparare a organismului. in
unele situatii deficitul de magneziu poate induce o retentie excesiva de sodiu si
calciu, care pot produce modificari ale peretelui vascular.

In tabelul 6-8 se prezintd concentratia unor oligoelemente, respectiv a

zincului, cuprului si a fierului dupa administrarea de cis-platina.
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Tabel 6-8. Concentratia zincului, cuprului si fierului in cord

Zn Cu Fe
Specificare n (ng/g tesut) (ng/g tesut) (ng/g tesut)
X + DS X + DS X + DS
Grupa Cp 10 14,21 + 2,36 594 + 1,18 65,99 + 10,98
Grupa E; 10 14,04+ 2,34 6,06 £ 1,21 67,22 £ 11,20
AX -0,17 +0,12 +1,23
Grupa E; 10 13,73 + 2,28 6,17 £ 1,24 68,91 + 11,48
AX -0,48 +0,23 +2,92
Grupa E; 10 13,18 2,14 6,45 + 1,30 71,23  11,95%%
AX -1,03 +0,51 +5,24
Grupa E, 10 12,53 + 2,01%* 6,69 £ 1,36* 73,09  12,34*
AX -1,68 +0,75 +7,10

n - numar de animale
*p< 0,01;** p<0,05

Zincul, cuprul si fierul au un rol important la nivel tisular, fiind cofactori
enzimatici pentru numeroase enzime. De exemplu, zincul si cuprul sunt cofactori
enzimatici pentru enzima superoxid-dismutaza. In cazul scdderii concentratiei
acestor bioelemente, activitatea enzimei SOD este redusd, avand ca si consecinta
aparitia speciilor reactive de oxigen. Conform ATSDR (Agency for Toxic Substances
and Disease Registry), cresterea sau scaderea concentratiei acestor elemente la
nivel tisular duce la aparitia unor perturbari ale homeostaziei [387].

Din datele prezentate se poate observa o scadere a concentratiei zincului
in cord dupa administrarea de cis-platina la grupele experimentale comparativ cu
grupa de control (v. fig.6-7).

Din analiza datelor prezentate in tabelul 6-8 se observa o crestere a
concentratiei cuprului in cord la grupele experimentale comparativ cu grupul de

control.
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Fig. 6-7 Histograma de redare a valorii ionilor Zn, Cu si Fe in cord

Unul dintre efectele majore ale cuprului este acela de a stabiliza proteinele
tesutului conjunctiv. Astfel trebuie avutda in vedere interventia cuprului in
mentinerea integritatii peretelui vascular. in urma administrérii de cis-platind se
poate observa o acumulare a cuprului la nivelul cordului, ceea ce duce la cresterea
rezistentei la tensiune a elastinei si colagenului in urma stimularii sintezei de lanturi
polipeptidice[388].

Este cunoscut efectul protector al cuprului fatd de carcinogeneza [389].
Efectul favorabil al cuprului nu se limiteaza doar la potentarea actiunii unor
citostatice, acesta fiind implicat si in protectia fata de inducerea unor stari tumorale
[349].

La sobolani, carenta de cupru determind modificarea compozitiei tesutului
adipos in sensul scaderii nivelului acizilor grasi saturati si nesaturati si activitatii

microzomilor hepatici, urmate de scaderea depunerilor de grasimi subcutanate.
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Astfel, din analiza datelor referitoare la cuantumul fierului in cord dupa
administrarea de cis-platind, se poate observa o crestere importanta a concentratiei
de fier, direct proportionalda cu doza administratda la grupele experimentale
comparativ cu grupul martor [390] .

Numeroase studii de specialitate aratd cd excesul de fier din tesuturi
favorizeaza aparitia bolilor coronariene, si activeaza unele forme latente de cancer
sau unele infectii bacteriene.

Prin implicatia sa in producerea de radicali liberi, fierul poate favoriza aparitia
bolilor cardiovasculare. Radicalii liberi pot oxida colesterolul din sdnge, care in acest
fel se depune mai usor pe vasele de sange, cu precadere la nivelul arterelor care
transportd sange si oxigen spre cord.

Depunerea de cantitati mari de colesterol la acest nivel produce aparitia
placilor de aterom care subtiazd vasele si duc la reducerea fluxului sanguin
favorizand aparitia de infarcte. Din analiza acestor date reiese ca o cantitate ridicata
de fier la nivel cordial favorizeaza riscul aparitiei bolilor cardiace.

Concluziile privind efectul cis-platinei asupra cordului la animale de laborator,
pot fi redate astfel: la nivelul cordului se constatd o depresie valorica a concentratiei
calciului si magneziului semnificativd la grupele Es si E4 in raport cu grupa Cp. In
cazul zincului a carui concentratie scade, se manifesta o relatie de antagonism in
raport cu cresterea concentratia cuprului si a fierului. Valori semnificative sunt

determinate de doze crescute de cis-platina.

6.9. ANALIZA BIOELEMENTELOR DIN SPLINA

La sobolani capsula splenica contine muschi care sunt implicati in contractia
acestui organ in urma stimularii de catre sistemul nervos vegetativ simpatic. Prin
inhibarea simpatica apare o crestere a volumului splinei, in acest fel fiind retinuta o
cantitate mare de sange, care in conditii de stres este pompat in sistemul circulator.

Tabelul 6-9 prezinta valorile concentratiilor unor bioelemente prezente fin
probele de splind prelevate de la sobolani linia Wistar dupa administrarea de
cis-platina.

Variatia cuantumului de calciu in splind la sobolani linia Wistar dupa

administrarea de cis-platind releva o crestere a concentratiei calciului la grupele
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experimentale la care s-au administrat doze crescute de cis-platina. Exista deci o

directa proportionalitate in relatia doza - efect.

Datele referitoare

la variatia concentratiei

magneziului

administrarea de cis-platinad sunt prezentate de asemenea in tabelul 6-9.

Tabel 6-9. Concentratia calciului si magneziului in splina

in splind dupa

Ca Mg
Specificare n (ng/g tesut) (ug/g tesut)
X DS X £DS
Grupa Cp 10 53,87 £ 8,90 261,12 £ 52,20
Grupa E; 10 55,08 +£ 10,81 266,03 £ 44,17
AX +1,21 +4,91
Grupa Ex ‘ 10 56,80 + 9,26 270,98 + 44,83
AY +2,93 +9,86
Grupa E3 ‘ 10 58,71 £ 9,45%*%* 281,54 £ 55,40%*
AY +4,84 +20,42
Grupa Es ‘ 10 60,33 + 11,58* 292,29 £ 47,54%*
A? +6,46 +31,17

n - numar de animale
*p< 0,01;** p<0,05

Din analiza datelor se poate observa o crestere a concentratiei magneziului in
splina la grupele experimentale comparativ cu grupa de control.

Referitor la concentratia calciului, acesta inregistreaza o crestere a valorilor la
nivelul splinei comparativ cu grupa de control.

Atat n cazul magneziului, cat si al calciului, se constatd ca aceasta
augmentare a valorilor este direct proportionald cu doza de cis-platind administrata
la grupele experimentale. Se constatd cresteri semnificative in cazul grupelor
experimentale Ez si Es4 la care s-au administrat doze crescute de chimioterapic

citostatic.
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Modificarea cuantumului unor oligoelemente din probe de splina este redata

in tabelul 6-10.

Tabel 6-10. Concentratia zincului, cuprului si fierului in splina

Zn Cu Fe
Specificare n (ng/g tesut) (ng/g tesut) (ng/g tesut)
X + DS X + DS X + DS

Grupa Cp 10 17,37 + 4,34 6,24 £ 1,25 670,18 £ 111,70
Grupa E; 10 16,67+ 3,90 6,43 = 1,31 696,41 + 121,07

AX -0,70 +0,19 +26,23
Grupa E; ‘ 10 16,18 % 3,72 6,56 + 1,34 714,32 + 124,10

AX -1,19 +0,32 +44,14
Grupa E3 ‘ -3,21 | 15,94 £ 3,50 6,70 = 1,37 | 731,93 + 125,32*%*

AX -1,43 +0,46 +61,75
Grupa E4 ‘ 10 15,31 + 3,35 | 6,93 = 1,40* | 750,33 + 129,90*

AX -2,06 +0,69 +80,15

n - numar de animale
*p< 0,01;** p<0,05

in ceea ce priveste concentratia zincului in splind, din datele prezentate in
fig. 6-8 se poate observa o scadere a concentratiei acestuia la grupele
experimentale comparativ cu grupa de control, care este invers proportionald cu
doza de cis-platind administrata.

Zincul este cofactor enzimatic si intrd in compozitia a numeroase
metaloproteine. Zincul are un rol deosebit de important in sinteza proteinelor,
aceasta functie a sa putandu-se datora implicarii sale majore in metabolismul
acizilor nucleici. Activitatea unor enzime al caror cofactor enzimatic este zincul este
afectata de nivelul scazut al acestuia la nivel tisular [391]. Zincul intervine de
asemenea in stabilizarea membranei celulare si in structura polinucleotidelor.

Concentratia cuprului in splind finregistreazd o crestere la grupele

experimentale comparativ cu grupa de control. Cuprul este un cofactor enzimatic
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pentru un numar mare de enzime (e.g.: citocrom C oxidaza, lisiloxidaza). De
asemenea, cuprul este esential pentru absorbtia fierului si sinteza hemoglobinei in

care splina are un rol important [392] .
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Fig. 6-8 Histograma de redare a valorii ionilor Zn, Cu si Fe in splina

Din analiza datelor prezentate anterior, reiese o crestere a concentratiei
fierului Tn splind la grupele experimentale comparativ cu grupul de control, crestere
care este proportionala cu doza administrata. Cresterea concentratiei ionilor de fier
din splina poate fi corelata si cu cresterea fierului din serul sanguin.

Fierul favorizeaza formarea radicalilor liberi, care contin molecule de oxigen
implicate in oxidarea DNA din celule. Rata de formare a radicalilor liberi este
proportionald cu nivelul fierului din organism.

Fierul este un element prezent in numeroase enzime, majoritatea acestora
participand in procesele de respiratie celulara de care depinde furnizarea de energie
necesara organismului. Fierul are rolul de a fixa reversibil oxigenul, iar fierul din
hemoglobind poate capta oxigenul la nivelul plamanilor pentru a-I elibera ulterior in

tesuturi.
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Valoarea din sénge a fierului exprima echilibrul existent intre aportul exogen
sau endogen si eliminarea fierului din organism [393-396].

La nivelul splinei se constata aparitia unei stari hipersideremice. Aceasta
poate fi cauzata de cresterea aportului de fier, eliberarea acestuia din depozite sau
de imposibilitatea incorpordrii lui in hemoglobind. in cazul experimentului nostru,
cresterea nivelului de fier la nivelul splinei se poate datora eliberarii fierului din
tesuturi, ca urmare a afectarii functiei hepatice si renale in urma administrarii de
cis-platina.

Concluziile cu privire la afectarea splinei de catre cis-platina pot fi rezumate
astfel: concentratiile calciului si magneziului sunt crescute la grupele experimentale.
Concentratia fierului este mult crescuta, concentratia cuprului prezinta cresteri
nesemnificative la majoritatea grupelor, iar concentratia zincului este scdzuta la
grupele experimentale comparativ cu grupa de control. Ionii de fier sunt implicati in
structura hemoglobinei, a transferinei dar si in structura unor enzime si proteine cu

rol in transportul oxigenului.

6.10. ANALIZA BIOELEMENTELOR DIN MUSCHI

Principiul de functionare al muschiului are la baza raspunsul mecanic (reflex)
care este urmat de contractia musculaturii. Activitatea musculaturii scheletice este
influentata de insertia acesteia la sistemul osos.

Hidroliza adenozintrifosfatului (ATP) furnizeaza energia necesara contractiei
musculare. Cantitatea de ATP hidrolizata in timpul procesului nu este constanta,
aceasta depinde de durata contractiei si de efortul facut de musculatura. Situsurile
unde are loc hidroliza se afla la nivelul legaturilor formate intre actina si miozina din
sarcomer, enzima ATP - aza fiind extrem de activa pe durata interactiei dintre cele
doua proteine.

Relaxarea musculard este un process pasiv. Cand nu are loc hidroliza ATP
sub actiunea complexului actind - miozina, sarcomerul se aflda in stare relaxata.
Filamentele musculare revin la pozitia initialda si muschiul se alungeste. Acelasi
principiu functioneaza in cazul contractiei musculaturii scheletice si cardiace [86].
Concentratia ionilor de Ca si Mg in muschi la sobolanii din linia Wistar sunt

prezentate in tabelul 6-11.
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Tabel 6-11. Concentratia calciului si magneziului in muschi

Ca Mg
Specificare n (ng/g tesut) (ng/g tesut)
X +DS X +DS
Grupa Cp 10 42,19 * 6,83 258,28 +43,01
Grupa E; 10 40,87 + 6,71 248,56 41,42
AX -1,32 -9,72
Grupa E; ‘ 10 39,85 % 6,59 246,14 + 39,62
AX -2,34 -12,14
Grupa E3 ‘ 10 39,01 + 6,39%* | 236,64 + 39,34*
AX -3,18 -21,64
Grupa Eq4 ‘ 10 37,13 + 6,18% 227,38 + 37,58*
AX -5,06 -30,90

n — numar de animale
*p< 0,01;** p<0,05

Din analiza datelor obtinute cu privire la concentratia calciului in muschi, se
poate observa cd aceasta este mult mai scazuta la grupele experimentale (Ei-Ea4)
comparativ cu grupa de control (Cp), in raport de inversa proportionalitate cu doza
administrata (fig. 6-9).

Concentratia calciului in organism este supusa mecanismelor homeostaziei
si homeoreziei pe durata vietii, datorita implicarii acestuia in mentinerea structurii
osoase, a danturii si a fanerelor, de aceea apar uneori variatii ale cuantumului
acestuia [397] .

Gradul de legare al calciului de proteine si procentul calciului ionizat
depinde de pH-ul mediului si de prezenta altor electroliti (e.g.: magneziu). Valoarea
calciului ionizat este importanta in special pentru functiile legate de excitabilitatea
neuromusculard. Orice scadere a fractiunii ionizate duce la tetanie, in timp ce

cresterea duce la insuficientd cardiaca si respiratorie.
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Fig. 6-9 Histograma de redare a valorii ionilor Ca si Mg in muschi

Dupa [398], excesul de calciu inhiba absorbtia de magneziu si viceversa, iar
altii cred ca o concentratie crescuta de calciu nu scade absorbtia de magneziu. Dupa
[399], calciul este implicat si in procesele de stres oxidativ de la nivelul
mitocondriei. In general, relatia calciu - magneziu depinde de hormonii calcitoning
si parathormon precum si de concentratia vitaminei D. Pe de altd parte, zincul
intervine in secretia hormonilor adrenocorticoizi, in sensul inhibarii acesteia [400] .

In ceea ce priveste concentratia magneziului in muschi, se poate observa
scaderea concentratiei de magneziu la grupele experimentale comparativ cu valorile
obtinute la grupa de control. Scaderile sunt semnificative (p < 0,01) la grupele
experimentale Es si E4. Magneziul are un rol structural si reglator in organismele vii
[335, 401], acesta fiind implicat in activarea pompei Na-K, precum si a ATP-azei,
intervenind n schimburile transmembranare. Scaderea concentratiei magneziului

conduce la o scadere a concentratiei K la nivel celular, determinand o resorbtie
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hidro-sodica, care este reversibila la administrarea de suplimente pe baza de
magneziu.

Ionii de magneziu sunt necesari glicolizei anaerobe, ca si fosforilarii
oxidative. Ei intervin in activarea fosfatazei alcaline si acide, a pirofosfatazei si a
ATP-azei, vitalda pentru transferul de fosfat molecular. De asemenea magneziul
regleaza activitatea adenilciclazei care intervine in sinteza celui de-al doilea mesager
ciclic adenozinmonofosfat, (AMP) implicat Tn contractia musculara.

Asupra musculaturii netede, magneziul intervine prin scaderea tonusului si
peristaltismul intestinal. De asemenea relaxeaza musculatura vasculara avand un
efect hipotensor.

Magneziul ocupd un rol esential in metabolismul mai multor minerale
datoritd rolului sdu de activator al sistemelor multienzimatice [402]. Deficitul de
magneziu din organismul uman este legat de tulburari cardio-vasculare, renale,
digestive, neurologice si mai ales musculare, el fiind implicat in cresterea
randamentului muscular, si alaturi de potasiu in stocarea si utilizarea energiei.
Concentratia magneziului variaza in acelasi sens cu potasiul la nivelul celulei
musculare. Concentratia magneziului este influentata si de starea fiziologica a
functiei renale, aparand o hipomagneziemie tranzitorie la o functie renala afectata.

Un studiu efectuat de [403] a evaluat nivelul magneziului si potasiului in
muschii scheletici dupa administrarea de cis-platina. In urma tratamentului s-a
remarcat o scadere a concentratiei magneziului plasmatic care este insotita de o
scadere cu aproximativ 15% a magneziului muscular si cu 10% a potasiului
muscular. Acestea sunt concretizate prin aparitia fatigabilitatii.

Valorile concentratiilor de zinc, cupru si fier din muschi scheletici la
sobolanii din linia Wistar decelate dupa administrarea de cis-platina sunt prezentate
in tabelul 6-12.

Concentratia zincului este mai scazuta la grupele experimentale comparativ
cu grupa de control, iar in cazul grupelor experimentale E; si E4 aceste diferente
sunt semnificative.

Administrarea cis-platinei poate afecta si musculatura scheletica, astfel
aparand hiperzincuria care poate conduce la un deficit de zinc [404].

Zincul este un metal care intra in compozitia a peste 200 de enzime, dar si
a unor proteine si polinucleotide. De asemenea, zincul este implicat in diviziunea si

diferentierea celulard, in procesele de transcriptie, apoptozd precum si in
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functionarea membranelor, fiind esential pentru organism in toate etapele vietii, din
primele zile de viata intrauterina péana la senescenta [391].

Se presupune ca exista o legatura intre calciul din muschi si concentratia
zincului, distributia intracelulara a calciului in muschiul scheletic fiind influentata de
concentratia zincului, care, fiind implicat in mentinerea functiilor celulare, altereaza
distributia musculara a calciului [402, 405, 406] .

Tabel 6-12. Concentratia zincului, cuprului si fierului in muschi

Zn Cu Fe
Specificare n (ng/g tesut) (ng/g tesut) (ng/g tesut)
X + DS X + DS X + DS
Grupa Co 10 12,98 + 3,25 1,62 £ 0,32 19,70 « 3,30
Grupa E; 10 12,75+ 3,18 1,70 £ 0,34 19,32 % 3,22
AX -0,23 +0,08 -0,38
Grupa E; 10 12,33 % 3,08 1,73 £ 0,35 18,64 + 3,10
AX -0,65 +0,11 -1,06
Grupa E; 10 11,94 + 2,90%* 1,76 £ 0,39 18,05 + 4,43%%
AX -1,04 +0,14 -1,65
Grupa E4 10 11,36 + 2,60% 1,81 £ 0,42% 15,54 + 2,78%
AX -1,62 +0,19 -2,36

n - numar de animale
*p< 0,01;** p<0,05

Concentratia de zinc in muschi variaza putin in functie de activitatea
musculard. In general concentratia de zinc in muschi este stabil3 fiind putin afectat3
de depletia acestuia in sange. Muschii striati precum si cordul si creierul dispun de
un numar limitat de ,zone” de fixare a zincului, dar care i-l fixeaza foarte bine, ca
urmare concentratia de zinc in aceste tesuturi nu este afectatd de carenta sau

excesul de zinc.
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Depletia de proteine scade absorbtia digestiva de zinc si creste excretia
acestuia. Este posibil, prin urmare, ca una din consecintele depletiei proteice sa fie
carenta secundara de zinc.

Carenta de zinc implica si reducerea sintezei de colagen muscular si
cutanat. Incorporarea de timidind in macromolecula de DNA precursoare fin
biosinteza colagenului este redusa in cazul unei carente de zinc. Deficienta de zinc
creste de asemenea incorporarea glicinei in glutation (GSH) si stimuleaza oxidarea
metioninei — metilate care este un precursor al cisteinei.

Efectul zincului asupra metabolismului proteic si asupra cresterii de exercita
prin intermediul enzimelor. Pornind de la faptul ca cresterea se produce prin marirea
numarului de celule si prin marirea dimensiunilor celulare, deficitul de zinc este
implicat in inhibarea sintezei DNA sau in blocarea sintezei de DNA, si mai putin in
sinteza de proteine [349].

Legat de sinteza de proteine, trebuie reiterat efectul zincului asupra unor
parametrii imunologici, si anume reducerea hidrolizei spontane a eritrocitelor si
inhibarea hemolizei imunologice.

Prin influenta sa asupra unor enzime care intervin in hemostaza, zincul
accelereaza vindecarea ranilor. De asemenea contribuie la intarirea structurii
membranelor celulare, protejand celulele de autooxidarea cu radicali liberi. S-a
constatat ca zincul deplaseaza diferite elemente, printre care si calciul de la locul de
actiune, fiind un cvasiantagonist al acestuia. Acest lucru se poate datora faptului ca
un exces de calciu influenteaza absorbtia zincului la animale. O asociere a unui
exces de calciu si fosfor determina o scadere a concentratiei de zinc [349]. O
inhibare a absorbtiei zincului o produce si excesul de cupru, aspect care sugereaza
ca cele doua oligoelemente au cai de absorbtie comune.

Legat de efectul carcinogen sau anticarcinogen al zincului exista rezultate
contradictorii. Zincul protejeazéa dezvoltarea anumitor tumori sau potenteaza
dezvoltarea altora. Deoarece zincul este esential pentru cresterea tesuturilor,
diviziunea celulara, sinteza de proteine, replicarea DNA si RNA, el poate avea rol si
in dezvoltarea tumorilor [349]. Inhibarea cresterii tumorale este un efect general al
carentei de zinc. Date privind ipoteza vreunui efect favorabil al excesului de zinc
asupra cancerogenezei mai exista. Se poate sugera ca prin ,manipularea”
concentratiei de zinc , dar si a altor oligoelemente s-ar putea obtine rezultate n

diagnosticul si tratamentul tumorilor.
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De asemenea, se observa ca in cazul cuprului, concentratia acestuia creste

la grupele experimentale, comparativ cu grupa de control (v. fig. 6-10).
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Fig. 6-10 Histograma de redare a valorii ionilor Zn, Cu si Fe in muschi

Cuprul intra in constitutia ceruloplasminei din sange, precum si in structura
diverselor metaloproteine, cum este hemocupreina si cerebrocupreina, avand rol
catalitic in formarea hemoglobinei si citocromoxidazei. Cantitati mari de cupru se
gasesc in ficat, rinichi si pancreas [407] .

Asemeni fierului, cuprul este important pentru sinteza de hemoglobina. Alte
functii ale cuprului includ rolul sau in formarea maduvei si in mentinerea structurii
mielinei in sistemul nervos.

Cu exceptia implicatiei cuprului in metabolismul hematiilor, acesta mai are
si un rol aditional, legat de activitatea enzimelor din clasa oxido-reductazelor
prezente in tesuturi. Exista o stransa legatura intre metabolismul cuprului si fierului.
In prezenta unei deficiente de cupru, deplasarea ionilor de fier de la tesuturi la
plasma este scazutd si genereaza o scadere a concentratiei de fier (hipoferemie).

Fierul este un element important pentru procesele fiziologice, datorita

prezentei in structura hemoglobinei si a implicarii in transportul de oxigen [408].
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In general intre fier si zinc existd un antagonism, astfel scdderea fierului in
muschi duce la cresterea concentratiei zincului [409]. in cazul experimentului
nostru, scaderea concentratiei fierului este insotitd de o scadere a concentratiei
zincului, aceasta fiind probabil o altd consecinta a administrarii cis-platinei, care
perturba legarea zincului de proteinele musculare, deci exista o relatie de sinergism.
Depresia concentratiei de zinc scade sinteza colagenului, afectdnd metabolismul
proteic si dezvoltarea celulara, implicit sinteza de DNA (Ghergariu, 1980).

In cazul fierului se poate observa din datele prezentate, o scidere a
concentratiei sale la grupele experimentale comparativ cu grupa de control, iar intre
grupele experimentale si grupa de control, aceste diferente sunt semnificative la
grupele experimentale Ez si Ea.

Fierul are un rol deosebit de important in transportul oxigenului, este
cofactor enzimatic in numeroase procese biochimice, si de asemenea intervine in
metabolismul catecolaminelor si in biosinteza de acizi nucleici.

Sunt doua cai prin care deficitul de fier poate afecta tonusul muscular: in
primul rand scaderea valorilor hemoglobinei duce la reducerea consumului de oxigen
si la incetinirea circulatiei acestuia prin fluidele biologice [410-413]. In al doilea
rand, deficitul de fier duce la diminuarea consumului de oxigen la nivel muscular.
Activitatea musculara intensa cu duratd mai mare de cateva minute necesita
consum de energie furnizatda de ATP din mitocondriile celulelor musculare. Acest
proces implica proteinele care contin fier in molecula (e.g.: transferina) , precum si
a citocromului Paso. In conditiile sc&derii concentratiei de fier la nivel muscular, acest
proces este ingreunat, ducand la acumularea de acid lactic in muschi, ca urmare a
instalarii fazei anabolice [414-416].

Concluziile asupra efectului produs in muschi de administrarea unei solutii
de cis-platina se prezinta astfel: concentratia magneziului si calciului releva scaderi
ale concentratiei musculare in relatie de inversa proportionalitate cu doza de
cis-platind. De asemenea, fierul are o concentratie scazuta la grupele experimentale
comparativ cu grupa de control. In cazul cuprului si zincului se manifesta fenomenul
de antagonism, concentratia zincului in muschi este scazuta iar a cuprului ridicata la
grupele experimentale. Astfel, la nivelul musculaturii scheletice apare o relatie de

sinergism intre calciu si magneziu, si o relatie de antagonism intre cupru si zinc.
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6.11. EFECTUL PRODUS DE CIS-PLATINA ASUPRA UNOR BIOMETALE
PREZENTAT COMPARATIV PE DIFERITE ORGANE

Datele analitice obtinute in urma experimentelor au fost transpuse si sub
forma de histograme pentru a se putea observa cu usurinta comparativ cuantumul
de biometal din partile anatomice prelevate si ulterior supuse determinarilor

analitice. Astfel in fig. 6-11 este prezentat continutul de fier in unele organe.
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Fig. 6-11 Concentratia fierului in rinichi, cord si splina

Din analiza datelor se poate observa cum in cazul celor trei organe : rinichi,
cord si splind, concentratia fierului la grupele experimentale creste comparativ cu
grupa de control.

La polul opus se situeaza celelalte organe prelevate pentru efectuarea de
analize, si anume: ficat, creier, si muschi, la care concentratia fierului este mai

scazuta la grupele experimentale comparativ cu grupul de control (fig. 6-12).
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Fig. 6-12 Concentratia fierului in ficat, creier, muschi

Un alt metal deosebit de implicat in procesele metabolice care insotesc
cis-platina este magneziul. Referitor la variatia continutului acestuia in diverse
organe si in serul sanguin au fost prezentate urmatoarele histograme.

in fig. 6-13 este prezentat variatia cuantumului de magneziu in muschii

striati si cord.
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Fig. 6-13 Concentratia magneziului in muschi si cord
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in fig. 6-14 sunt prezentate date referitoare la cuantumul magneziului in

unele tesuturi prelevate de la animalele de experienta.
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Fig. 6-14 Concentratia magneziului in muschi, cord, creier

Cuantumul de magneziu in ficat si splind este prezentat in fig. 6-15. Din

datele prezentate se poate observa ca in aceste doua organe prelevate, concentratia

magneziului creste la grupele experimentale comparativ cu grupul de control.
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Fig. 6-15 Concentratia magneziului in ficat si splina.
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Din fig. 6-15 se poate observa existenta unei legaturi intre concentratiile
crescute ale magneziului in ficat si splind. Acumularea de magneziu la nivelul celor
doua organe poate fi explicata si prin faptul ca acesta este un important cofactor
enzimatic, pentru numeroase enzime.

Este nesesar sa mentionam faptul ca in cadrul acestei teze de doctorat se
abordeaza aspecte referitoare metabolismul proteic si metabolismul hidro-electrolitic
(cu particularizare pentru metale) in stransa legatura cu biochimia si xenobiochimia.

Este general acceptat fatul ca xenobiochimia este un domeniu de
excelenta al biochimiei care vizeaza atat biologia moleculara céat si patobiochimia.

Astfel, cis-platina, consideratd ca si xenobiotic de interes farmaceutic
interfera cu produsii metabolismului, oferind prin aceasta o posibila explicatie a

mecanismelor moleculare care pot modifica homeostazia biochimica.
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CONCLUZII

1. Investigatiile bioanalitice intreprinse pe “modele experimentale animale”
permit evidentierea efectelor induse de medicamente chimioterapice
citostatice asupra homeostaziei biochimice si explicitarea diverselor
mecanisme de actiune. Datele astfel obtinute - in cazul chimioterapicelor
citostatice - au caracter informativ sub aspect teoretic si orientativ sub aspect
aplicativ in dietoterapie si chimioterapie.

2. Efectele induse de cis-platina (cis-diaminodicloroplatina) asupra homeostaziei
biochimice a acidului deoxiribonucleic (DNA) hepatic reprezinta o expresie a
actiunii la nivelul macromoleculei care contine informatia genica. Experimental
s-a decelat depresia concentratiei DNA hepatic in conditiile cresterii dozei de
cis-platind (cDDP). Aceasta relatie de inversa proportionalitate probeaza
formarea unor aducti de tipul DNA - cDDP care actioneaza asupra biosintezei
proteinelor.

3. Modificarile induse de cis-platina asupra concentratiei proteinelor serice si a
fractiunilor electroforetice sunt o consecintda a actiunii asupra succesiunii
proceselor de replicatie -transcripitie-translatie care vizeaza sinteza proteica.
Datele obtinute evidentiaza urmatoarele aspecte:

3.1. Concentratia proteinelor serice totale inregistreaza o scadere direct
proportionala cu doza de cis-platina administrata.

3.2. Fractiunile albuminice inregistreaza o scadere la grupele
experimentale comparativ cu grupa de control.

3.3. Fractiunile globulinice aratéa o crestere a valorilor globulinelor.
Referitor la subfractiunile globulinice apare o scadere a ai -
globulinelor si o crestere a a; — si a B — si y — globulinelor. Cresterea
y — globulinelor evidentiaza o perturbare a sistemului imunitar.

4. Administrarea unor doze crescute de cis-platind influenteaza statusul
homeostazic al metabolitilor azotati neproteici, astfel:

4.1. Concentratia ureei prezinta o augmentare progresiva, modificarile

aparute la grupele experimentale comparativ cu grupa de control
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4.2.

4.3.

fiind direct proportionale cu doza administrata. Valori semnificative
la concentratii crescute de cis-platina.

in cazul creatininei serice apare o crestere a valorilor acesteia in
urma administrarii cis-platinei, modificarile fiind semnificative in
cazul grupelor experimentale la care s-au administrat cantitati mai
mari de cis-platind comparativ cu grupa de control, cresterea fiind
direct proportionala cu doza de chimioterapic administrata.
Cresterea concentratiei acidului uric nesemnificativa la toate grupele
experimentale poate fi explicitata de legarea platinei la derivati

purinici precursori in biogeneza acidului uric.

5. Concentratia unor biometalelor din sénge este influentatda de administrarea

de cis-platina, astfel:

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

in cazul sodiului apare o scddere la grupele experimentale,
comparativ cu grupa de control. Avand in vedere ca valorile serice
ale sodiului se afla Tn echilibru cu cele provenite din lichidul
interstitial, determinarea concentratiei serice a sodiului poate fi
reprezentativa si pentru concentratia acestuia in lichidul
extracelular.

in cazul potasiului, la grupele experimentale se observd aparitia unei
hiperpotasemii comparativ cu grupa de control dupa administrarea
intraperitoneala de cis-platina.

Din analiza datelor se poate observa o scadere a concentratiei
magneziului la grupele experimentale in comparatie cu valorile
obtinute la grupa de control.

Datele prezentate relevda o scadere a concentratiei calciului la
grupele experimentale in comparatie cu valorile obtinute la grupa de

control.

6. Modificarea homeostaziei principalelor biometale din diverse organe este

influentata specific de administrarea de cis-platina.

6.1.

Analiza bioelementelor din ficat. Datele care ilustreaza afectarea
ficatului in urma administrarii de cis-platind pot fi redate astfel:
concentratile calciului si magneziului sunt crescute la grupele la care
s-au administrat doze mai mari de cis-platind, existand valori

semnificative. Cu referire la concentratia zincului si a cuprului se
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6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

remarca ca acestea sunt crescute in cazul ficatului, ceea ce arata
aparitia fenomenului de sinergism intre cele doua metale dupa
administrarea de cis-platina. Concentratia ionilor de fier este
scazuta, probabil datorita leziunilor hepatice.

Analiza bioelementelor din rinichi. Concentratiile calciului si
magneziului scad la grupele experimentale comparativ cu grupa de
control. Scaderea este in raport de inversa proportionalitate cu doza
de cis-platind administrata. Concentratia magneziului relevd o
scadere marcata cauzata de prezenta platinei, fapt observat si in
cazul serului sanguin. in ceea ce priveste cuprul si zincul, se observé
cresterea concentratiei acestora la grupele experimentale. Astfel, la
nivelul rinichiului, ntre ionii de cupru si zinc, dupa administrarea cis-
platinei se remarcd (similar ficatului) existenta unei relatii de
sinergism. Apare de asemeni o acumulare a fierului la nivel renal
concretizata in cresterea concentratiei ionilor de fier.

Analiza bioelementelor din creier. Concentratiile metalelor alcalino-
teroase calciu si magneziu au valori scazute la grupele
experimentale comparativ. cu grupa de control. Modificarile
homeostaziei tisulare sunt mai intense Ila magneziu. La
oligoelementele investigate zinc, cupru, fier in toate situatiile s-au
decelat valori mai scazute la grupele experimentale. Depresia
cuantumului la fier este importanta datorita prezentei acestuia n
hemoglobina, in citocromi si a rolului in oxiforeza.

Analiza bioelementelor din cord. Cu privire la asupra metalogramei
cordului, aceasta poate fi redata astfel: la nivel de cord se instaleaza
depresia concentratiei tisulare a calciului si magneziului, scaderi fiind
semnificativa la grupele experimentale Es si Es+ comparativ cu grupa
de control. Referitor la concentratia cuprului, zincului si fierului se
evidentiaza o relatie de antagonism, caracterizatd prin scaderea
concentratiei zincului si cresterea concentratiei cuprului si a
concentratiei fierului. Valori semnificative se intdlnesc la doze
crescute de cis-platina.

Analiza bioelementelor din splind. Rezultatele obtinute releva

urmatoarele aspecte: concentratiile calciului si magneziului sunt

BUPT



188 Concluzii

6.6.

crescute la grupele experimentale comparativ cu grupa de control.
Augmentarea valorilor este direct proportionald cu doza de cis-
platind administratd. La doze mari existd valori semnificative.
Concentratia oligoelementelor releva antagonism in relatia Zn, Cu,
Fe si sinergism in relatia Cu/Fe. Concentratia fierului este mult
crescutd, concentratia cuprului prezinta de asemeni cresteri, iar
concentratia zincului este scazuta la grupele experimentale
comparativ cu grupa de control. Ionii de fier prezenti in structura
hemoglobinei, a transferinei dar si in structura unor enzime cu rol in
transportul oxigenului si in procesele redox din organism.

Analiza bioelementelor din muschi. Efectele induse de administrarea
cis-platinei se caracterizeaza prin depresia concentratiilor calciului si
magneziului in tesutul muscular cu valori semnificative la grupele
experimentale Es si E4. Zincul si cuprul manifesta fenomenul de
antagonism, concentratia zincului in musculatura fiind scazuta, iar a
cuprului crescuta la toate grupele experimentale. Fierul releva valori
in scadere in raport cu cresterea concentratiei cis-platinei. Relatiile
sunt de antagonism in cazul Zn-Cu si Fe-Cu si de sinergism in cazul
Zn-Fe. Valorile sunt semnificative la concentratii crescute ale

cis-platinei.

7. Datele analitice furnizate de investigatiile pe animale de laborator pot avea

caracter predictiv pentru orientarea conduitei in nutritie, in chimioterapie, in

instituirea dietei asociate acesteia, In monitorizarea unor procese metabolice,

in utilizarea de markeri, etc.
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