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DETERMINAREA ACIDULUI URIC iN SER

Introducere

Diagnosticul hiperuricemiilor se bazeaza pe determinarea concentratiei serice
a acidului uric.

Catabolismul acizilor nucleici consta in degradarea enzimatica a acestora pana
la elementele lor constitutive: baze azotate, pentoze si acid fosforic. La randul lor
sunt degradate si bazele azotate, dar intr-un mod diferentiat: cele pirimidinice la CO,,
H,O si NH; iar cele purinice la acid uric (2,6,8-trihidroxipurina) (initial se
dezamineaza heterociclul purinic, iar in continuare acesta este oxidat progresiv la
hipoxantina, xantina si in final la acid uric).

Acidul uric produs predominant in ficat din purinele endogene si exogene este
eliminat renal prin secretie tubulara. Concentratia normala de acid uric in ser este de
1-7 mg/100 ml, ceea ce corespunde unei rezerve de urat (cantitatea totala de urat
din organism) de un gram. In mod patologic, rezerva de urat poate creste (la 25-30 g)
pe baza unui defect de eliminare renala (70-80%) respectiv datoritda unei produciii
crescute (20%), ceea ce se traduce si printr-o crestere a concentratiei serice a
acidului uric in ser, care, fiind putin solubil, se poate depune in tesuturile moi,
producand boala numita guta.

Determinarea concentratiei acidului uric se poate face prin metode chimice si
enzimatice.

Principiul metodelor

Cea mai veche metoda de determinare a acidului uric are la baza abilitatea
acestuia de a reduce solutia alcalina de fosfowolframat la albastru de wolfram.
Metoda originala realizeaza indepartarea proteinelor prin precipitare si izolarea
acidului uric din filtrat inainte de reactia cu fosfowolframatul. Putine laboratoare mai
folosesc aceasta metoda datorita lipsei de specificitate prin interferenta altor compusi
reducatori (acidul ascorbic, purinele metilate, glucoza in concentratii mari, tirozina,
triptofan, acidul homogentizic si salicilatii).

Utilizarea uricazei a permis dezvoltarea unor metode mai specifice de
determinare. Oxidarea acidului uric la alantoina si apa oxigenata a condus la o
varietate de tehnici. Una din metode are la baza absorbtia diferentiata a alantoinei gi
a acidului uric in ultraviolet. Tn timp ce acidul uric are un maxim de absorbtie intre
290-293 nm, alantoina nu absoarbe. Aceasta proprietate de a urmari absorbtia de
radiatie la aceasta lungime de unda inainte si dupa incubarea probelor cu uricaza
este folosita la determinarea acidului uric in ser, plasma si urina.

Variantele alternative folosesc reactia de oxidare a diversilor cromogeni cu
apa oxigenata. Compusii folositi sunt: o-dianisidina, 3-metil-2-benzotiazolinona, N, N-
dimetilanilina, acidul 3,5-diclor-2-hidroxibenzoic si aminofenazona cand rezulta
compusi colorati cu maximum de absorbtie in vizibil.

Apa oxigenata poate fi determinata si prin posibilitatea oxidarii etanolului la
acetaldehida in prezenta de catalaza, reactia fiind cuplata cu oxidarea acetaldehidei



la acetat sub actiunea aldehiddehidrogenazei si a NAD". Masuratorile spectrometrice
se efectueaza in acest caz la 340 nm.
Oxidarea acidului uric cu uricaza poate fi masurata si prin viteza de consum a
oxigenului in reactie, aceasta fiind proportionala cu concentratia in acid uric.
Cromatografia de lichid de inalta performanta (HPLC) permite determinarea
acidului uric in ser si urina. Desi tehnica HPLC nu este una de rutina, aceasta
metoda a fost propusa ca procedeu de electie in determinare.

Partea experimentala

A. Metodele chimice

Sunt metode care se bazeaza pe caracterul reducator al acidului uric .

Principiu

Acidul uric reduce acidul fosfowolframic, in mediu alcalin, formand un compus
colorat in albastru, intensitatea culorii fiind proportionala cu concentratia acidului uric
din proba de analizat. Deoarece acidul ascorbic interfera reactia, el este eliminat de
pH-ul alcalin (10 -11) asigurat de solutia tampon.

Reactivi

1. Solutia deproteinizanta :
Sulfat de sodiu anhidru ................ 150 g
Acid sulfuric 0,1N..................... 1000 ml

se incalzeste amestecul pe o baie de apa pana la dizolvare completa.
2. Reactiv fosfowolframic :

Wolframat de sodiu..................... 50¢g
Acid fosforic85 % .......ccoeiiinall. 40 ml
Apadistilata ........................... 400 ml

se introduc intr-un balon de 1litru, cu slif, la care se ataseaza un refrigerent si se fierb
la reflux timp de patru ore. Daca solutia obtinuta este verde, se adauga 1-2 picaturi
de brom si se mai fierbe cateva minute, fara refrigerent, pana se indeparteaza tot
bromul. Dupa racire, solutia se trece intr-un balon cotat de 500 ml si se aduce la
semn cu apa distilata.
3. Solutia tampon glicina (pH~12,5) :

Glicing ... 349

Hidroxid de sodiu 1N............... 100 mi
4. Solutie standard stoc de acid uric (100 mg %) :
Se dizolva 100 mg acid uric si 50 mg carbonat de litiu in 60 ml apa bidistilata la 60°C,
se raceste si se adauga 2,5 ml formol 40 % si 0,3 ml acid acetic glacial, dupa care se
aduce la 100 ml in balon cotat.
5. Solutie standard de lucru de acid uric (5 mg %) :
Intr-un balon cotat de 100 ml se introduc 5 ml solutie standard stoc de acid uric si se
aduce la semn cu apa distilata.

Mod de lucru

1. Deproteinizarea serului:
intr-o eprubetd 160 / 16 se introduc 0,50 ml ser si 4,50 ml solutie deproteinizanta, se
mentine, agitand din cand in cand, in baia de apa la fierbere timp de 15 minute. Se
filtreaza la cald, pe filtru uscat, intr-o alta eprubeta.



2. Reactia de culoare:
In trei eprubete de dimensiuni 160/16 notate: P (proba), S (standard) si M
(martor) se introduc :

Reactivi P (ml) S (ml) M (ml)
Filtrat (la temperatura camerei) 2,00 - -
Solutie deproteinizanta - 1,80 1,80
Solutie standard acid uric (5 mg %) - 0,20 -
Apa distilata - - 0,20
Solutie tampon glicina 0,50 0,50 0,50
Se agita probele si se lasa in repaus 5 minute, apoi se adauga:
[ Reactiv fosfowolframic [ o010 | 0,10 | 0,10 |

Se lasa in repaus 15 minute, dupa care se masoara absorbtia probei si a
standardului fatd de martor la 710 nm, in cuve cu grosimea de strat de un centimetru.

Calcul
mg acid uric / 100 ml ser = Ep/Es x 5

Valori normale :
1-7 mg / 100 ml ser

Valori patologice :

Hiperuricemii: insuficienta renalda acuta si cronica, guta, leucemii, mielom
multiplu, limfom Hodgkin, mononucleoza infectioasa, psoriazis, cura de slabire,
intoxicatii cu plumb si mercur, boli febrile, arsuri intinse etc. Se pot produce si
hiperuricemii prin defect de eliminare a acidului uric, insuficienta cardiaca.

Hipouricemii: se intdlnesc mai rar, in urma administrarii unor medicamente,
prezenta unor defecte enzimatice (xantinurie ereditara), afectiuni parenchimatoase
hepatice grave, etc.

B. Metode enzimatice
Sunt metode caracterizate prin sensibilitate si specificitate, ceea ce face sa fie
mult utilizate Tn prezent.

Principiu

Acidul uric se transforma sub actiunea uricazei in alantoina, cu producerea de
apa oxigenata. Apa oxigenata oxideaza, in prezenta peroxidazei, acidul 3,5-dicloro-
2-hidroxibenzensulfonic si 4-aminofenazona cu formarea unui compus chinoniminic
colorat in rosu-violet.

Acid uric + O, + 2 H,0—21%3 » Ajantoina + CO, + H,0,

Peroxid
2 H,0, + Acid 3,5-dicloro-2-hidroxibenzensulfonic + 4-aminofenazona o,

N-(4-antipiril)-3-cloro-5-sulfon-p-benzochinonimina



Reactivi
1. Solutie tampon:
Tampon fosfat , pH7 ......................... 50 mM
Acid 3,5-dicloro-2-hidroxibenzensulfonic ...4 mM
2. Reactiv enzimatic :

4-aminofenazona ...............cceouee .. 0,3mM
Peroxidaza ...............cccooeiiinnl. 1000 U/
Uricaza ..o 200 U/l

3. Solutie standard acid uric: 10 mg/100 ml (595 mM)

4. Reactivul de lucru enzimatic se prepara amestecand in raport volumetric de
1:1 reactivul 1 cu reactivul 2. Stabilitatea solutiei obtinute este de 21 zile la
2 -8°C side 5 zile la 15 - 25°C (se pastreaza la intuneric).

Mod de lucru
In eprubete de format 120/12 se masoara:

Reactivi Proba (ul) Standard (ul) Martor (ul)
Ser 20 - -
Standard acid uric - 20 -
Reactiv de lucru 1000 1000 1000

Se amesteca, se incubeaza 15 minute la 20-25°C .
Se masoara absorbtia probei si a standardului fata de martor, intr-un interval de
30 minute de la adaugarea ultimului reactiv, la A = 520 nm, in cuve de 1 cm.
Calcul
mg acid uric / 100 ml ser = (Ep/Es)x 10
mmol acid uric / | = (Ep/Es)x 595

Valori normale

Barbati : 3-9mg /100 ml (0,18 — 0,54 mmol /)

Femei:2,5-7 mg /100 ml (0,15 - 0,45 mmol /1)

Metoda poate servi si la determinarea acidului uric din urina de 24 de ore,
utilizand un standard de 110 mg / 100 ml (6545 mmol/l), in care caz valorile normale
sunt :

250 - 750 mg / 24 ore (1,5 - 4,5 mmol /24 ore)

Observatii

Hemoglobina pana la 100 mg/dl si bilirubina pana la 20 mg/dl nu deranjeaza
determinarea.



