XVL.3. METABOLISMUL AMINOACIZILOR. EVIDENTIEREA UNOR
TULBURARI DE METABOLISM

in organismul sinitos principala sursi de aminoacizi pentru sinteza proteinelor
endogene o constituie proteinele de aport alimentar. La nivelul tractului digestiv aceste
proteine sunt hidrolizate enzimatic, iar aminoacizii (AA) rezultati trec in sange, de unde vor
fi preluati de ficat si alte tesuturi, fiind folositi in principal pentru sinteza proteinelor
endogene.

Catabolizarea AA are loc in special la nivelul ficatului si rinichiului prin reactia de
transaminare cuplata cu reactii de dezaminare oxidativa, rezultdnd amoniac si a-cetoacizi.
Amoniacul este convertit in uree si eliminat urinar, in timp ce a-cetoacizii sunt degradati in
ciclul Krebs sau prin reactii specifice.

Concentratia plasmaticd a AA variaza diurn cu aproximativ 30%, fiind mai ridicata
dupd masa de pranz. AA din sange sunt filtrati prin membrana glomerulara, dar sunt apoi
reabsorbiti in tubii renali printr-un mecanism de transport activ. Eliminarea crescutad de AA
in urina patologica si se numeste aminoacidurie, aceasta putand fi primard sau secundara.

Aminoaciduria primara

Este datd de mutatii ereditare la nivelul ADN ce codificd enzime implicate in céile
de metabolizare ale AA sau in sistemul de reabsorbtie renald a acestora. Aceste mutatii
conduc la enzime defecte, ce blocheaza céile normale de metabolizare ale propriilor
substraturi, avand loc o acumulare a substraturilor (aminoacizi) sau a intermediarilor de
metabolizare. In unele cazuri, acest blocaj al cailor normale orienteazd AA pe alte cai de
metabolizare, care produc compusi de degradare patologici.

Diagnosticul acestor boli metabolice se poate face la 3 nivele:

a. evidentierea modificarilor ADN;
b. evidentierea defectelor enzimatice;
c. evidentierea tulburarilor metabolice produse.

In clinica, diagnosticul se bazeaza pe evidentierea tulburarilor metabolice.
Simptomele si prognoza aminoaciduriilor primare pot varia de la forme benigne, ca
alcaptonuria, la forme letale, ca boala urinii cu miros de sirop de artar. Acumularea de
cetoacizi in boala urinii cu miros de sirop de artar, sau de fenilalanind in fenilcetonurie,
sunt exemple de acumulare de precursori $i intermediari cu efect toxic.

in tabelul 1 sunt redate principalele aminoacidurii primare.

Tabel 1. Principalele aminoacidurii primare

Aminoaciduria Incidenta Enzima defectiva Exces Exces in urina Simptome Tratament
in sange clinice
Hiper- 1:10000 Phe hidroxilaza Phe Phe si Retardare Dieta
fenilalaninemia metabolitii mintala, restrictiva la
(fenilpiruvic eczeme Phe
fenilacetic)
Tirozinemie 1:100000 Fumarilaceto- Tir, Met Tir si Ciroza Dieta
(Tirozinoze) acetat hidrolaza metabolitii hepatica, restrictiva la
tulburari renale Phe, Tir, Met
Alcaptonurie 1:250000 Homogentizat Acid Acid Artrita -
oxidaza homogentizi homogentizic degenerativa,
c pigmentare
cartilaje
Homocistinuria 1:200000 Cistationin h-Cisteina, h-Cisteina, Met Tulburari Piridoxina; Met
B-sintetaza Met oculare, scazuta,
vasculare, supliment de
osoase Cis
Cetoaciduria cu 1:250000 Cetoacid ramificat Leu, Leu, lle, Val si Acidoza, voma, Dieta
catena ramificata dehidrogenaza Val, lle cetoacizii blocaj restrictiva
(urina cu miros de corespunzatori respirator. Leu, lle, Val
sirop de artar) Evolutie fatala




Aminoacidurii secundare
Afecteaza simultan mai mulfi AA si sunt date de afectiunile unor organe active in
metabolismul AA, cum ar fi ficatul sau rinichii. De asemenea apar si in infometare
avansata.
in identificarea si tratamentul aminoaciduriilor primare se utilizeaz:
» diagnosticul sugarului sau al copilului bolnav;
¢ testele de rutind la nou nascut;
e diagnostic prenatal.

Diagnosticarea precoce a acestor afectiuni este o conditie obligatorie a eficientei
tratamentului. Aceste afectiuni sunt suspectate cand copilul sau sugarul vomita repetat,
are tulburari neurologice sau hepatice si aceste tulburari se accentueaza pe masura
cresterii aportului proteic.

Ca metode de investigatie sunt folosite uzual teste calitative sau semicalitative de
naturd chimicd sau microbiologicd, care evidentiazd AA individuali sau metaboliti
intermediari specifici.

In centrele medicale specializate se utilizeazd metode cantitative pentru
determinarea exactd a AA sau metabolitului necunoscut, metode ce folosesc tehnici
moderne de spectrometrie de masa, spectrometrie in infrarosu, cromatografia de lichide
de tnalta presiune (HPLC) etc.

Aplicatie practica
A. Evidentierea hiperfenilalaninemiei prin testul pentru acid fenilpiruvic in urina

Hiperfenilalaninemiile sunt un grup de afectiuni datorate alterarii mecanismului de
conversie al Phe la Tir. In aceste conditii, catabolizarea Phe are loc pe o cale
metabolica secundara, al cdrei produs principal, acidul fenilpiruvic, apare in cantitati
crescute in plasma si urina, fenomen numit fenilcetonurie.

|dentificarea precoce a bolii este esentiald in evitarea retardari mintale.
Tratamentul consta intr-o dieta restrictiva la Phe, care s& mentind concentratia plasmatica
a Phe la nivelul de 3-8 mg%.

Testul pentru acidul fenilpiruvic in urind are rolul de a identifica afectiunea si de a
monitoriza dieta cu Phe.

Principiu

Acidul fenilpiruvic reactioneazd cu clorura ferica, forma&nd un compus colorat
albastru-verde inchis, a carui coloratie persistd timp de 2-4 minute. O coloratie tranzitorie
asemanatoare este data si de acidul homogentizic sau p-hidroxifenilpiruvic.

Reactivi

1. Solutie FeCls: se dizolva 10 g FeCly6H20 in apa si se completeaza la 100 ml cu
apa distilata.

2. Agent precipitant pentru fosfat: se dizolva 2,2 g MgCl,6H,0, 1,4 g NH4Cl si 2 ml
NH3 25% in apa se completeaza la 100 ml solutie.

3. Acid clorhidric concentrat.

Mod de lucru

Se amesteca 4 ml urind cu 1 ml agent precipitant. Se filireaza, apoi filtratul se
acidifiazd cu 2-3 picaturi acid clorhidric concentrat. Se agitd, apoi se adauga 2-3 picaturi
solutie FeCls. Aparitia unei coloratii albastru-verde inchis ce persistd 2-4 minute indica un



test pozitiv. Sensibilitatea metodei este de 10 mg/100ml. Prin folosirea dilutiei filtratului
urinar se poate obtine o metoda semicantitativa.

Interpretarea rezultatelor

Acidul fenilpiruvic nu poate fi detectat in urina copiilor decéat dupa 10-14 zile de la
nastere, atunci cand concentratia fenilalaninei in ser atinge 12-15 mg/100ml. La copiii
suferind de fenilcetonurie, concentratia urinard a acidului fenilpiruvic atinge 50-100
mg/100ml, excretdndu-se 2 grame acid fenilpiruvic/g creatinina.

B. Testul pentru boala urinii cu miros de sirop de artar

Aceasta afectiune este legatd de catabolizarea defectucasa a aminoacizilor cu
catena ramificata: Leu, lle, Val. Catabolizarea normala a acestora implica transaminarea
AA la a-cetoacizi, urmatd de decarboxilarea oxidativa, rezultdnd derivati acil-CoA.

Defectul genetic al etapei de decarboxilare oxidativa produce acumularea in sange
si urind a acestor AA si a a-cetoacizilor derivati. Copiii afectati par normali la nastere, dar
rapid, odata cu aportul proteic, se instaleaza o cetoacidozad acutd ce cauzeazd voma,
letargie, slabiciune, coma, iar la supravietuitori retardare mintala. Testele evidentiaza in
sange un exces de AA ramificati, iar in urind cantitati mari de cetoacizi derivati, care dau
acesteia mirosul specific de sirop de artar.

Reactivi
Solutie 2,4-dinitrofenilhidrazina 0,4 g/dl in HCI 1 mol/l (DNPH).

Mod de lucru

Se amesteca intr-o eprubeta cate 2 ml urina filtratd cu 2 ml solutie DNPH. Se lasa
in repaus 10 minute. Aparitia unui precipitat galben de hidrazona indica prezenta excesului
de a-cetoacizi. Posibila interferentd a acetonei se elimina prin fierberea urinii Thaintea
testarii.

C. Determinarea cantitativa a acidului 5-hidroxiindolacetic (5-HIAA)

5-HIAA se formeaza prin dezaminarea oxidativd a serotoninei (5-hidroxitriptamina
5HT), fiind produsul de excretie urinara al acesteia. Serotonina se formeaza din triptofan la
nivelul celulelor argentafine ale tractului digestiv si hipotalamus si este 0 amina biogena cu
efecte vasoconstrictive in muschiul neted si neurotransmitator in creier. Deoarece
concentratia plasmaticd a serotoninei este foarte mica, determinarea urinard a 5-HIAA
continua sa fie cea mai folositd metoda de evaluare a metabolismului serotoninei.

Principiu

Testul se bazeazad pe formarea unui diazoderivat de culoare purpurie la
amestecarea 5-HIAA cu 1-nitrozo-2-naftol si acid azotos.

Reactivi
. Solutie 1-nitrozo-2-naftol 1% in alcool etilic 95%.
. Solutie acid azotos. Se amesteca 0,20 ml azotit de sodiu 2,5% cu 5 ml acid sulfuric
2 N. Se prepara proaspat.
Dicloroetan.
Standard 5-HIAA. 8 mg 5-HIAA se dizolva si se aduc la 100 ml cu apa distilata.
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Mod de lucru
In trei eprubete de centrifugd se pipeteaza:



Reactivi, ml P S M
Urina 0,40 - -
Standard - 0,40 -
H-O distilata 1,60 1,60 2,00
a-nitrozo-p-naftol 0,50 0,50 0,50
Solutie acid azotos 0,50 0,50 0,50

Se amesteca si se lasa in repaus 10 minute
Dicloroetan | 500 | 500 | 5,00

Se agitd energic si cu atentie 15 secunde, apoi se centrifugheaza timp de 10 minute
la 3000 rpm. Se transferad stratul superior in trei eprubete si se masoara absorbtjile de
radiatie E, si Es fatd de martor la 540 nm, in cuve cu grosimea de strat de un centimetru.

Calcul

. E
mg 5-HIAA/1000 ml urina = —* x 8
S
Rezultatul se raporteaza la volumul de urina colectat Tn 24 de ore.

Varianta fara standard
Se procedeaza in acelasi fel, dar fara eprubeta de standard.

Calcul
mg 5-HIAA/100 ml urina=Ep x F

unde F (factorul de panta) = 32 (determinat dintr-o curba de etalonare).

Valori normale
2-9 mg 5-HIAA/24 ore.

Patologie

Serotonina si implicit 5-HIAA sunt produse in exces in cazul tumorilor ,carcinoide"
ale celulelor argentafine, cand cantitatea de 5-HIAA excretatd urinar in 24 de ore ajunge la
100-220 mg.



