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Laboratorul 13
METABOLISMUL ACIZILOR NUCI:EICI.
DETERMINAREA ACIDULUI URIC IN SER.

Diagnosticul hiperuricemiilor se bazéape determinarea concentea serice a
acidului uric.

Catabolismul acizilor nucleici corstn degradarea enzimati@ acestora pénla
elementele lor constitutive: baze azotate, pentgzacid fosforic. La randul lor sunt
degradatgi bazele azotate, dar intr-un mod difgrat cele pirimidinice la Cg H,O si NH3
iar celepurinice la acid uric (2,6,8-trihidroxipurin a) (initial se dezamineézheterociclul
purinic, iar in continuare acesta este oxidat @egrla hipoxantia, xantiri si in final la acid
uric).

Acidul uric produs predominant in ficat din puri@eéndogenesi exogene este
eliminat renal prin sectie tubulai. Concentratia normala de acid uric in ser este de 1-7
mg/100 ml, ceea ce corespunde unei rezerve de ur@antitatea totala de urat din
organism) de 1 g.In mod patologic, rezerva de urat poatestergla 25-30 g) pe baza unui
defect de eliminare reria(70-80%), respectiv datofiunei produgi crescute (20%), ceea ce
se traducssi printr-o cretere a concenttii serice a acidului uric in ser, care, fiindgipu
solubil, se poate depune fasuturile moi, producand boala nuinguti (depunerea in
tesuturile moi si la nivelul articulatiilor a tofilor gutosi - cristale de urat de sodiu
monohidrat precum si la nivel renal). Diagnosticul de guid se stabilgte pe baza
concentratiei de acid uric Tn ser, dar mai ales pe vizualizaa la microscop a cristalelor
de urat de sodiu monohidrat. Tratamentul gutei congi in dieti hipoproteica, fara
alcool, administrarea de antiinflamatoare nesteroigene si Allopurinol (inhibitor de
xantin oxidaza).

Determinarea concentrai acidului uric se poate face prin metode chimite
enzimatice. Cea mai veche metode determinare a acidului uric are la b&apacitatea
acestuia de a reduce sidualcaliri de fosfowolframat la albastru de wolfram. Metoda
originak realizeaz indepirtarea proteinelor prin precipitarg izolarea acidului uric din
filtrat, Tnainte de reat cu fosfowolframatul.

Utilizarea uricazei a permis dezvoltarea unor met@hzimatice, mai specifice.
Oxidarea acidului uric la alantdisgi apa oxigenad a condus la o varietate de tehnici. Una din
metode are la bazbsorkia difereniati a alantoineki a acidului uric Tn ultraviolet. In timp
ce acidul uric are un maxim de abg@lintre 290-293 nm, alantoina nu absoarbe. Ageast
proprietate de a urin absorlia de radige la aceaét lungime de und Tnaintesi dupa
incubarea probelor cu uricgzeste folosit la determinarea acidului uric Tn ser, plasgn
urina.

Oxidarea acidului uric cu uricazpoate fi nasurafi si prin viteza de consum a
oxigenului in reae, aceasta fiind propgonali cu concentnga acidului uric.

A. Determinarea acidului uric in ser prin metoda chmica



Metoda se bazeaze caracterul reddator al acidului uric: acidul uric reduce acidul
fosfowolframic, Tn mediu alcalin, formand un compmadorat n albastru, intensitatea culorii
fiind direct propotionald cu concentrga acidului uric din proba de analizat. Deoareddwc
ascorbic interfer reagia, el este eliminat de pH-ul alcalin (10-11), asa de soltia
tampon.

Reactivi

1. Soldia deproteinizamt 150 g sulfat de sodiu anhidru se dizo(prin inalzire) in
1000 ml acid sulfuric 0,1 N.

2. Reactiv fosfowolframic: 50 g wolframat de sodd® ml acid fosforic 85%i 400
ml apa distilatdt se introduc intr-un balon de llitru, glif, la care se at@az un
refrigerentsi se fierb la reflux timp de patru ore. Biasoluia okinuta este verde, se
adaug 1-2 piaturi de bromsi se mai fierbe cateva minuteird refrigerent, pam se
indepirteaz tot bromul. Dup racire, soldia se trece intr-un balon cotat de 500sml
se aduce la semn cuaagbistilat.

3. Soluia tampon glicia (pH112,5): 3 g glicia se dizol in 100 ml NaOH 1N.

4. Solyie standard stoc de acid uric (100 mg%): se diz®B0 mg acid urigi 50 mg
carbonat de litiu in 60 ml amidistilata la 60°C, se #ceste si se adaufj2,5 ml formol
40%si 0,3 ml acid acetic glacial, dagare se aduce la 100 ml in balon cotat.

5. Soluie standard de lucru de acid uric (5 mg%): intrbafon cotat de 100 ml se
introduc 5 ml soltie standard stoc de acid ugicse aduce la semn cuzaghistilat.

6. Ser, plasma

Mod de lucru

In 3 eprubete de 160/16 se pipeteeanform tabelului urritor:
Reactivi P (ul) S (ul) M (ul)
Apa distilata 900 900 1000
Ser 100 - -
Soluie standard acid uric (5 mg - 100 -

%)

Soluie tampon glicia 250 250 250

Se agil probelesi se lag in repaus 5 minute, apoi se adaug

| Reactiv fosfowolframic | 100 | 100 | 100 |

Se agii si se lag Tn repaus 15 minute, dugare se risoad absorbata probeisi a
standardului feg de martor la 710 nm.

Calcul
mg acid uric/ dl ser = Esx 5

Valori normale
Acid uric =1 — 7 mg/dl

B. Determinarea acidului uric in ser prin metodi enzimatici

Acidul uric se transfori sub agunea uricazei in alantain cu producerea de ap
oxigenai. Apa oxigenat  oxideaz, n prezeta peroxidazei, acidul
3,5-dicloro-2-hidroxi-benzensulfonicsi  4-aminofenazona, cu formarea unui compus
chinoniminic colorat in r@i-violet.



Acid uric + O, + 2 H,0—21%28 ~ Ajantoina + CO, + H,0,

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

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

Reactivi

1. Solyie tampon fosfat 50 mM pH 7; cpne acid 3,5-dicloro-2-hidroxibenzen-
sulfonic 4 mM.

2. Reactiv enzimatic: coime 4-aminofenazan0,3mM; Peroxidaz 1000 U/I; Uricaz
200 U/I. Reactivul de lucru enzimatic se prépamestecand in raport volumetric de
1:1 reactivul 1 (tampon) cu reactivul 2 (enzimatigjabilitatea sokiei okxinute este
de 21 zile la 2-8°Gi de 5 zile la 15-25°C (seiptrea# la intuneric).

1.Soluie standard acid uric: 10 mg/100 ml (595 mM),

2. Ser, plasma

Mod de lucru

in eprubete de format 120/12 se pipeissanform tabelului:
Reactivi (ul) Proba Standard Martor
Ser 20 - -
Standard acid uric - 20 -
Reactiv de lucru 1000 1000 1000

Se amesteg se incubeazl5 minute la 20-25°C.

Se masoan absorbata probeisi a standardului fi@ de martor, intr-un interval de 30
minute de la atligarea ultimului reactiv, I8=520 nm, in cuve de 1 cm.

Metoda poate seryi la determinarea acidului uric din urina de 24ode, utilizand un
standard de 110 mg/100 ml (6545 mmol/l).

Calcul: mg acid uric/200 ml ser = ffE=g) x 10

Valori normale
Ser: Birbai: 3 -9 mg/di
Femei: 2,5-7 mg/dl.

Valori patologice

Hiperuricemii : se intalnesc in insuficighrenal acut si cronici, guta, leucemii,
mielom multiplu, limfom Hodgkin, mononucledznfegioasi, psoriazis, cur de skbire,
intoxicaii cu plumbsi mercur, boli febrile, arsuri intinse, etc.

Hipouricemii: se intalnesc mai rar, in urma admirisirunor medicamente de tipul
inhibitorilor xantin oxidazei (Allopurinol) sau wozuricelor (Probenecid), in prezarunor
defecte enzimatice (deficitul de xantin oxidadetermid xantinuria ereditd) sau in
afeaiuni parenchimatoase hepatice grave.



