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Laboratorul 4

METABOLISMUL GLUCIDIC.
DETERMINAREA ACIDULUI LACTIC Sl PIRUVIC IN LICHIDELE
BIOLOGICE. CALEA PENTOZO FOSFA TILOR. TESTUL BREWER.
DETERMINAREA GLUCOZO-6-FOSFAT DEHIDROGENAZEI.

I. Glicoliza anaeroki. Acidul lactic si piruvic.

Glucoza este principalul substrat energogen dirmrasgn. In acest scop, glucoza este
oxidat ntr-unsir de readi enzimatice, in calea metabalioumiti glicoliza.

Procesul poate avea loc in alisesau in prezea oxigenului. Glicoliza aer@beste
oxidarea compléta glucozei in prezea oxigenului care implic transformarea glucozei n
piruvat, in citoplasi urmat de etapele metabolismului energetic mitocondralicoliza
anaerob, cand sunt disponibile cariit limitate de oxigen, este calea metabolide
transformare a glucozei in acid lactic.

Ambele tipuri de glicoliz au un mecanism identic, transformarea glucozeiiiavat,
format dintr-o serie de reéic enzimatice anaerobe oxidative ce se #f@sfa Tn citoplasm,
cunoscut sub numele de calea Embden-Meyerhof. in adirafiaerobe, piruvatul este redus la
lactat sub atunea lactat dehidrogenazei NADH dependent

LDH este o enzith prezent in majoritateatesuturilor, in special la nivelul inimii,
plamanilor, rinichilor, ficatului, mgchilor scheleticisi creierului. Acidul lactic este produs in
uneletesuturi chiasi in prezeia oxigenului (eritrocitai cartilaj). Alte tesuturi, precumesutul
muscular produc caniii mari de acid lactic numai in conidianaerobe (activitate muscuiar
intensi). Tn mod normal acidul lactic are o concetigrdn plasnd de aproximativ 9 mg%.

Glicoliza anaerabeste:

* Mecanism temporar Tn rgchi in efort fizic intens.

* Mecanism unic in eritrocite (nu au mitocondrig)in celulele cu oxigenare
redus.

* Mecanism paral intesuturile cu crgere rapid, embrionasi tumoral.

Lactatul format in glicoliza anaerdba fi:

a) oxidat Tnapoi la piruvat deatre celulele musculare bine oxigenate, miocard,
neuroni, iar piruvatul va trece in membrana mitat@ti unde au loc etapele
metabolismului energetic (Acetill-CoA, ciclul Krekilantul respirator).

b) transformat la glucdz prin gluconeogend&zin ficat, care ajunge inapoi n
circulaie si prin glicoliza anaerob in celula muscularinapoi la lactat (ciclul
Cori);



Valorile normale ale acidului piruvic in sange sunt0.08 - 0.16 mmol/L (0.7 - 1.4
mg/dL).

Variatii fiziologice ale acid piruvic: cresterea acidului piruvic se poate produce @dup
exerciii fizice intense.

Variatii patologice:

Scideri: nu sunt semnificative pentru stabilirea unui diagic.

Cresteri ale acid piruvic: deficit de vitamina B1, consum cronic de alcoatpza
hepati@, uremie, intoxicai cu metale grele (arseniu, antimon. aur, mercumguficiena
cardia@, distrofie muscular, cancer, diabet zaharat.

- afeguni Tn careraportul acid lactic/acid piruvic este constant: perfuzii masive de
glucoz, administrare masivpe linie venoasde insulird, Tn glicogenozele hepatice cu deficit de
glucoz-6-fosfatad, alcaloza prin hiperventifi@ pulmonaé.

- afegiuni Tn careraportul acid lactic/acid piruvic este crescut, mai mare de 20/1:
epilepsii, convulsii, socul infegios, cardiogen, postoperator, infarct miocardictoxicgii
medicamentoase cu antihistaminice, neopasme.

I.1. Determinarea acidului lactic prin metoda engnatica in ser/plasmni

Acidul lactic este oxidat de catre lactatoxidaz®)Lreactie in care se formeaza acid
piruvic si peroxid de hidrogen (apa oxigenata). oReiul de hidrogen in prezenta 4-
aminoantipirinei si acidului tribrom-3-hidroxibenzo (TBHB) se transforma sub influenta
peroxidazei (POD) intr-un produs colorat in ROSUijoniming, a carui absortie de radiatie se
masoara laA=546 nm (intensitatea culorii este direct propordla cu concentratia de acid
lactic).

LO

L- Lactat + O, + HLO —— >  Piruvat + H,0,
POD
2 H,O, + TBHB + 4-aminoantipirina ————— Chinonimina + 4 H,0

Reactivi:

1. Reactiv de lucru: Buffer TRIS pH 7,5 (150 mmgj/4- aminoantipirina 0,3mmol/L; lactat
oxidaza (>0,3 kU/L); peroxidaza (>1,0 kU/L); TBHBS2nmol/L

2. Standard de ac. lactic = 30mg/dL;

3. Apa bidistilata; ser/plasma

Tehnica de lucru:
In 3 eprubete se pipeteaza urmatoarele:

Reactivi (uL) Proba | Standard| Martor
Reactiv de lucru 1000 1000 1000
Ser 100 - -




Standard - 100 -

Apa bidistilata - - 100

» Seincubeaza0 min la temperatura laboratorului
* Se citesc extirtdle probei () si standardului (§ fata de martor laA=546 nm
(stabilitatea culorii este de 30 min);

Conc. ac. Lactic (mg/dL) = Ep/Esx 30
Valori normale in ser/plasma = 4.5 - 20 mg/dL

Semnificatii medicale:
» Fiziologice: cresteri la nou scut, dug activitate muscularintengi, emaii puternice, in
ultimul trimestru de sarci etc.

» Patologice:

o0 Hiperlactacidemiile:
- epilepsii, convulsiisocul infegios, cardiogen, postoperator, infarct miocardic,

intoxicaii medicamentoase cu antihistaminice, neopasme.
0 hipolactacidemii: insuficienia renai cronica.

I. 2. Determinarea acidului lactic prin metoda ASTRJP in urgentele medicale
METODA ASTRUP nisoat statusul @si CO,in sangele arterial venos.
Lactat = 0.56 - 1.39 mmol/L(prin tehnica ASTRUP lactatul se detertiprin metoda
enzimati@ cu LDH).

Aportul celular inadecvat de oxigen deteringroducerea unei cariit excesive de lactat.

in situaii critice, hipoxia celulat deplaseaz metabolismul aerobitre cel anaerob, fapt ce
duce la crgterea sintezei de lactat. Determinarea lactatuldici echilibrul intre cerereai
aportul de oxigen la nivel tisular. Lactatul moniteaz oxigenarea adecwvata tesuturilor
(evalueaz statusul oxigenului arterial).

Nivelul ridicat de lactat in sange este datorabpgfuziei, deteridirii severe a aportului de
oxigen sau efectului cumulat al celor doCresterea lactatului constituie un semnal de alarm
pentru medic. Monitorizarea lactatului in sange rofenformaii despre corectitudinea
tratamentului aplicat pacientului in stare céitic

Il. Calea pentozo-fosfdilor. Testul Brewer. Glucozo-6-P-dehidrogenaza

Calea pentozofosfdor (CPF) este o cale neenergogete degradare a glucozei, cu
localizare citoplasmatic unde fungoneaz n paralel cu calea Embden-Meyerhyofcu care
prezint interferene.

Rolul principal al gii este furnizarea de NADPH;Hdarsi de transformare a hexozelor
in pentoze, de interconversiune intre ozele cy 3, 8, 7si 8 atomi de carbon.

CPF este foarte activin unele celule (hepatice, adipoase, ale glandalprarenale,
sexuale, tiroidiene, mamare in perioada de f@ctaritrocite)si cu o activitate reddsin altele
(celulele musculare striate).



Pentru eritrocite, CPF joaain rol deosebit de important in prevenirea acéamupei
oxigenate, cu awne oxidani asupra hemoglobinai a structurilor lipidice. In acest sens, se
utilizeazi un mecanism axat pe glutation, pentru reducehesaceste necesar NADPH:

Glutationperoxidaza
2 G-SH + 2H,0, GS - SG + 2 H,0

GS - SG + NADPH + p+ _Slutationreductaza _ , - o, \app™*

Sistemul care asigairreducerea permanénéd methemoglobinei la hemoglobimare la
baz agiunea a do@n enzime: NADH-methemoglobin reductaza (85%) NADPH-
methemoglobin reductaza (15%). In situpatologice, in care se acumuléanethemoglobina
(de exemplu n intoxigale cu nitriti), aceasta poate fi redusa hemoglobia prin stimularea
NADPH-methemoglobin reductazeii deci a CPF) interpunéand un sistem redox carprsia
echivalenii reducitori de la NADPH (redus) care poate participa d¢df@ nod dehidrogenare
in cadrul CPKi sa-i pum la dispozjia NADPH-methemoglobin reductazei. Un astfel déesis
redox este albastrul de metilen care, administrisvenos n intoxiae& cu nitrii, are agune
terapeutia.

Enzima cheie a a pentozo fosfédlor este glucozo-6-P-dehidrogenaza Mutgiile
genetice ale genei glucebP-dehidrogendz care afected@zconsecutiv produ@a de NADPH, se
intalnesc la poputdle mediteraneene sau de origine afro-carathiagBena este situatpe
cromozomul X, are o transmitere X-linkat afecteaz majoritar karbaii.

Exista peste 400 de milioane de pitcri a unor mutgi ale genei G6PDH, irs
majoritatea sunt asimptomatici. In urma defectiganic, enzima rezultatdetermiri anemie
hemolitici atunci cand indivizii sunt supula stres oxidativ, diverse infgc medicamente
(antimalarice, de ex. primaquina sau sulfonamida), atunci cand in alimegiga utilizeaz un
anumit tip de fasole, Vicia faba, boalaaaga fiind numiti favism (mecanismul de producere al
bolii nu este in& lamurit dar se presupune @oi compyi proventi din boabele de fasole,
izouramilul si divicina agioneaz asupra glutationului, avand un efect inhibitor @su
regeneirii acestuia, ceea ce duce la acumularea de HR@Rati radicali liberi).

Variantele mutante ale genei sunt mai frecvengmlaulaiile afectate de malarie, ceea ce
sugereax O cratere a rezistami impotriva bolii printr-o enzith deficitag (parazitul
Plasmodium falciparum este foarte sensibil la stregidativ, astfel &, in eritrocit, unde apare o
variant enzimatié@ cu activitate antioxidaatredud, mediul devine toxic pentru parazit, dar nu
si pentru celula gaz(g.

Exista dou tipuri de defecte enzimatice rezultate in urmaagldr genice:

1. Varianta mediteraneeanreprezentat de o enzira stabik, dar cu activitate redas
care poate determina crize hemolitice severe cé faitle pacientului.

2. Varianta afro-caraibian reprezentatde o enzir instabik, care afectedzin special
hematiile fatrane, astfel £ pacientul preziritcrize hemolitice maigoare, auto-limitante.

Testul Brewer

Testul Brewer este un test de reducere a methemiogioin vitro, in condiile
integritatii enzimatice a CPF. Hemoglobina eritrocitase oxideax cu azotit de sodiu la
methemoglobia, proces reversibil in prezgnalbastrului de metilegi cu condiia integrittii
enzimatice a CPF. Existen unui defect enzimatic al CPF (in special de gia&i-
dehidrogena®) face ca transformarea hemoglobinei in methemagiad nu mai fie reversibil.



Reactivi

1. Soluie azotit de sodiu 0,18 M Tn gluco@,28 M;

2. Soluie albastru de metilen 0,0004 M in NaCl 0,9%.
Se dizoha 149,5 mg albastru de metilen168:gN3SCI3H,0) in 100 ml ap distilat.
Intr-un balon cotat de 100 ml se introduc 10 ml doeast soluie si se completedizpari la

semn cu solgie NaCl 0,9%.
3. Heparira 50 Ul pentru 1 ml sénge.

Modul de lucru

In trei eprubete potrivite notate 1, 2, 3 se introd

Reactivi 1 2 3
Sange heparinat 2,00 ml 2,00 ml 2,00 ml
Nitrit de sodiu - 0,20ml | 0,10 ml
All_aastru de i i 0,10 ml
metilen

Se omogenizeazprubetele. Se incubeaz ore la 37°C.

Interpretare

Eprubeta 1: este eprubeta de ref@rpentru hemoglobit) culoare rgie.
Eprubeta 2: este eprubeta de ref@rpentru methemoglobin culoare brua

Eprubeta 3: este proba propriugisare poate fi:

- Rosie (similari cu E 1): situgie normai, produgia de NADPH + H prezeni.

- Brung (similari cu E 2): situgie patologid@, produgia de NADPH + H alteras prin
defect enzimatic alad (la indivizii homozigai).
Albastrul de metilen constituie un sistem redoxdaxit al cuplului NADPH/NADP si

reducitor pentru reata catalizai de hemoglobin reductaz



