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Laboratorul 11

INVESTIGA TII BIOCHIMICE ALE SALIVEI.
DETERMINAREA AMILAZEI SALIVARE.

1. Saliva. Investigaii biochimice.

Cavitatea bucal constituie prima polune a tubului digestiv. Glandele salivare sunt
principale si accesorii. Cele trei glande mari sgténda parotigl — cea mai voluminoés
glanda submandibular a doua ca #mnime, situad sub plageul bucal, glanda sublinguat
cea mai mig. Mai mult de 90% din saliveste produsde aceste glande. Glandele accesorii
produc 10% din saliva. Sunt 800-10085pandite Tn mucoasa buzal palatine.

Tipul salivei variaz in fungie de glanda secretoare. Saliva parotidliaste seroas
Saliva submandibularsi sublinguak cortine diferite glicoproteine (mucineyi este mai
vascoas decat cea parotidian

Secrgia salivei este controlafrin mecanisme nervoase vegetative, reflexul sediv
superiorsi inferior si este influeati de unii hormonsi alte substate.

Saliva este un lichid incolor, transparent sau egnt, vascos sau seros, care la
centrifugare se sepaim trei straturi:

e strat superior aerat, Spumos
» supernatant lichid opalescent
» sediment alburiu cu leucocite, bactgricelule epiteliale descuamate

Secrgia salivad totak este in cantitate medie de 700 ml/24 ore (cu wada 300-
1500 ml). Fluxul salivar scade de 10 ori in timpaimnului.

pH-ul mediu al salivei este cuprins intresi&, cu varigie in fungie de alimentge
(glucidele scad pH-ul; unele legume, spanacul.cgoésul), e mai acid in timpul ndp e mai
alcalin la copiisi mai acid la varstnici.

Saliva comine 99,5% ap, 0,5% substagd uscai: Ca, Mg, Na, K, NH4, Clsi
aminoacizi, glucoz, uree, acizi gra. Substarele organice din salivsunt azotate proteice
(proteine, mucine, enzimeyi neproteice (uree, acid uric, creati@inamoniac), glucide
(glucoza), lipide simplei complexe.

Glicoproteinele salivare sunt constittiemajoritari ai secrgilor vascoase avand ca
rol lubrefierea bolului alimentar. Mucinele favaeaz formarea picii dentare care se
mineralizeaz formand tartrul dentar. Alte proteine fac part@ gelicula de la suprafa
smatului contribuind la metinerea unei concentiaconstante de Ga Enzimele provin din
bacterii, glande salivare, fluid gingival, leucecitizozimul are atune bactericid, fiind un
factor de aprare salivar.

Rolurile salivei:

- funaia digestiv: pregditirea alimentelor prin insalivare, formarea bolulpasajul
bolului alimentar prin faringgl esofag, digestia (amilaza saligar

- medierea senzai gustativesi intretinerea reflexelor salivare prin stimularea
mugurilor de gust.

- funaia protectivd: asigué lubrefierea (umidificarea) structurilor mei dure ale
cavitatii bucale, asigur integritatea ditilor si a parodofiului, are proprietti antiseptice,
asigu elementele minerale pentru formarea gutal si dentinei, protejeai dingii prin



depunerea pe suprghalor a unui strat sgioe de muci#i, impiedié solubilizarea smallui,
prin agiunea sa antibacteriai prin agiunea mecanicde sjlare protejeax dintii fata de
procesul carios, asigurepar@a mucoaselor, meme echilibrul microbian prin lizozim.

- are adune de lavaj (spalare) a caitit cu eliminarea resturilor alimentare.

Saliva ca fluid diagnostic:

— principalul factor de djpare din cavitatea bucalcu importaga in diagnosticul unor
afeaiuni locale sau generale.

- avantaje: determimi rapide, neinvazive, probe in caatitreduse, costuri deute
fata de analize din se&r urina, risc redus de expunere la virusuri ca HIV sawakigp.

Saliva este un lichid biologic util pentru abardnoi de prognostic, diagnostic de
laborator sau clinigi monitorizareasi gestionarea paci@ior cu boli oralesi sistemice. Este
usor de colectatsi depozitatsi ideal pentru detectarea precoce a bolii, deoarsrgne
biomarkeri specifici.

Urmatorii biomarkeri sunt printre cei care pot fasurai prin teste ale salivei:

- alfa amilaza, in boli inflamatorii, stresul acbgli renale

- glutamat oxaloacetat transaminaza, fostatdealira, in boala parodontal

- cortizolul pentru afgauni suprarenale, cum ar fi boala / sindromul Caoghi boala
Addison

- estradiolul, progesterongil hormonul luteinizant pentru deréglhormonale, cum ar
fi sindromul ovarului polichistic, menopaiuz

- testosteronwi dehidroepiandrosterona (DHEA) pentru desigghormonale, cum ar
fi hipogonadismul / andropa#izi stari hiperestrogenice

- albumina, acidul uric, cromogranina A, lizozinpdntru tulbuiri metabolice, cum ar
fi rezistena la insulir, diabetul zaharai sindromul metabolic

- transferina, Cyclin D1, CA15-3 pentru neoplasnamignesi metastatice precum
cancerul de séan, cancerul de pancseaancerul oral

- anticorpi (ex: anti-HIV, antigen de suprgfadBV si anticorpi anti-VHC, anti-H
salivar) pentru afewni infegioase precum HIV, hepalitvirala, amebioZ si infectie cu
helicobacter pylori

- Imunoglobuline A pentru af@ani alergice, cum ar fi alergia alimeniar

- hidroxiprolinasi calciul pentru parodit

- proteina C reactiy oxid nitric pentru boli cardiovasculare

- etanol, metanol, etilenglicel dietilen glicol pentru intoxicge cu etanol

- amfetami@, benzodiazepine, canabis, coégientru detectarea drogurilor

2. Determinarea amilazei salivare (ptialina)

Ptialina sau amilaza salivaii este rapid inactivat de pH-ul puternic acid al
stomacului. Eaealizeaz digestia amidonului preparat (fiert sau copt) pam la dextrine,
maltoza si glucozi. Prezera salivai a enzimei depinde de specie, ea éstom, primate,
sobolan, soarece. Activitatea enzimalica salivei este foarte cresguta paciegii cu
parodontopatii.

In corpul uman,a-amilazele provin din diferite organe: amilaza paatici este
produs de pancreasi eliberati n tractul intestinalamilaza salivari este sintetizai in
glandele salivaresi secretat in saliva. a-amilazele sunt metaloenzime cu calciu. Ajpar
clasei hidrolazelor (glicozidaze).

Amilaza prezert in sange este excretain urimi. Prin urmare, ckterea activiitii
serice se refleatintr-o crgtere a activitii amilazei urinare. Msurarean-amilazei in segi
urina este utilizat Tn principal pentru diagnosticul tuldiior pancreatice, precusi pentru
detectarea dezvalii complicaiilor. Tn pancreatita acaf activitatea amilazei din sange gee
in cateva ore duipdebutul durerii abdominale, este maioup aprox. 12 orsi revine la
valori de referimd dupa 5 zile. Specificitatea-amilazei pentru afewnile pancreatice nu este
foarte mare, deoarece nivelurile crescute apaisdmanea in parotidi(o inflamaie a uneia



sau a ambelor glande parotide, glandele salivajere)ai insuficierta renaf. Prin urmare,
pentru confirmarea unei pancreatite acutgsurarea lipazei trebuie efectaiguplimentar.

Secreia a-amilazei de glandele salivare este contiolaie semnale nervoase
autonome, ianm-amilaza salivar este o corelee a activititii simpatice in condii de stres.
Activitatea a-amilazei salivare crgte intr-o varietate de condtii fizice de stres (exerdii
fizice, cildur a si frig) si de stres psihic.

Aplicatia practica

Oligozaharide artificiale de tipul CNPsG(2-cloro-4-nitrofenil maltotriozid) sunt
hidrolizate sub gaunea catalitia a a-amilazelor prezente in ser sau @rimtensitatea culorii
CNP format este direct propmmak cu activitatea a-amilazei si se nisoas
spectrofotometric.

a-amilaza
CNP- G + H,O » CNP + G3
CNP = cloro-nitrofenol
G = Glucoz
Reactivi

1. Reactivul R1 (SUBSTRATUL) came: Tampon MES cu pH = 6.0 - 100 mmol/L;
NaCl - 350 mmol/L; Acetat de Ca - 6 mmol/L; Tiocérde potasiu — 900 mmol/L; CNP-G3
— 2.27 mmol/L; Stabilizatori detergegi > 0.1%.

2. Material biologic: saliva (dikie 1:200)

Materialesi aparatul

- Pipete automate 100 - 10Q0si 20 — 200ul, varfuri pentru pipeta auton&@ai00 -
1000yl si 20 — 200ul

- Spectrofotometru UV-VIS, cuve spectrofotometrierfpu 1 ml volum amestec
reagie)

In cuva de spectrofotometru se pipeteseactivii conform tabelului:

Reactivi, pl Volum
Reactiv de lucru 1000
Proha ser 20

Se amestecsi se nisoad absorla de radide initiala a probei (A) la timpul zero,
fata de aer 1a405 nm (420 nm). Cuva se lasn spectrofotometrgi se niisoak absorlgia de
radigie din nou, dup exact 1 (Al), 2 (A23i 3 minute (A3). Se calculea’aA/min:

AA/min = [(Al - Ag) + (A2 — Al) + (A3 — A2)]/3
U/L Amilaza = AA/min x 10256

unde: 10256 = factor derivat din coeficientul rmala absortie

Valori normale:
27 - 144 Ul/L



