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DOSAGEM COLORIMETRICA DA LACTODESIDROGENASE

DR. SCYLLA DE CASTRO FRAGOSO
PROF. HIUGO DE CASTRO FARIA

F(Laborat_ério do Servico de Pesquisa e Experimentacao
do Instituto Nacional de Cancer)

A desidrogenase lactica, (LDH) é
uma enzima que atua de modo rever-
sivel na reacao:

LACTATO + DPN

pH 10,0

da, linfomas (inclusive doenca de Hodg-
kin), mononucleose infecciosa (HSICH
e BLUMENTHAL). (%)

pH 7,0

A oxidacado ou reducao da Coenzima
T (DPN ou difosfo piridina nucleotideo)
ou a tendéncia de formacao de lactato
ou piruvato depend- do pH do meio.

Acha-se difundida por todo o orga-
nismo, existindo, no entanto, em gran-
de quantidade no musculo cardiaco, fi-
gado e musculo esquelético, o qua tam-
bém ocorre com outras enzimas do ci-
clo glicolitico, tais como: hexose iso-
merase, malico-desidrogenase, succino-

- -desidrogenase e aldolase. As hemaAcias

também a possuem em teor elevado,
embora sejam células de exigéncias me-
tabdlicas minimas.

Existe normalmente no sangue cir-
culante, em pequenas quantidades.

Nos casos de necrose dos tecidos aci-
ma citados passam para o meio cir-
culante elevando sua concentracio.

Os valores mais elevados para a
LDH tém sido encontrados nos casos
de infarto do miocardio! hepatite agu-

PIRUVATO + DPNH.H*

Nos casos de infarto do miocardio
a sua determinacao assume real impor-
tancia, pois as variacoes de seus valo-
res sanguineos apresentam um parale-
lismo perfeito com as transaminases
(transaminase glutanico-oxalacética e
glutamico piravica) e a aldolase. Nestes

casos, seis, horas apés a crise, ja se en- -

contram valores elevados, e maximos
nas 24-48 horas seguintes,

Decresce para voltar & normalidade
ao cabo de 4 dias ap0s a crise. FEsse au-
mento rapido dos niveis sanguineos da
LDH, e retéorno a taxa normal em 4 a
6 dias, desempenha papel importante
no diagndstico da mortificacdo do mus-
culo cardiaco, uma vez que é sabido
que em muitos casos o eletrocardiogra-
ma pode nao fornecer elementos preci-
sos para o diagnéstico.

No caso da LDH podemos raciocinar -

da mesma forma que para a tranami-
nase: “devemos concluir que o aumen-
to da transaminase (no caso presente
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LDH) no séro ou plasma nao é sinto-
ma de determinada afeccio, e sim, sig-
nifica que esta sendo lesada éarea de te-
cido rica nesta enzima”. (FARIA) (?)

Nas lesdes hepéticas teremos tam-

‘bém comportamento igual ao da transa-

minase, isto é, teremos valores eleva-
dos nos casos agudos, durante o perio-
do de destruicdo celular extensa, néo
tendo nenhuma relacio com o proble-
ma funcional do 6rgdo. Esta elevacado
persiste por tempo muito maior do que
no infarto do miocardio.

O mesmo fato pode ocorrer nas pan-
creatites, e doencas renais nos periodos
agudos.

DOSAGEM DA LDH CORORI-
METRICAMENTE

O processo por nés utilizado foi o de
transformacio do lactato em piruvato.
Escolhémo-lo pela maior facilidade de
obtencao do DPN (%) e lactato de sodio
(em vez de DPNH, e piruvato de so-
dio). :

Para contrdole de nossos resultados

colorimétricos repetimos as mesmas do-

sagens usando o método de J. B. NEI-
LANDS (?) baseado na reducao sofri-
da pelo DPN, medida a 340 mu, no es-
pectrofotdometro de Beckman, modélo
DU.

O coeficiente de V-correlagﬁo entre as
determinacbes colorimétricas e as fei-
tas no espectrofotdometro a 340 mu foi

der = 0,995, que corresponde a uma

boa correlacao.

Principio: baseia-se na transforma-
cdo do lactato de sédio em piruvato pe-
la acio da LDH mais DPN; o piruvato
formado é dosado colorimétricamente
depois de reagir com dinitro-fenil-hidra-
zina e hidroxido de sbédio (cor verme-
1ha). :

 Reativos:

1) Sol. tampdo de glicina 0,1 M. pH
= 10,0.

Pesar 0,75 g de glicina e dissolver
em cérca de 70 ml de agua. Ajustar o
pH a 10,0 com NaOH 0,2 N e comple-
tar o volume a 100 ml com &agua disti-
lada.

2) Lactato de sodio 0,16 M.

Preparo: diluir 5 ml de 4cido lacti-
co a 85% com o mesmo volume de
agua e juntar porcoes de 2 ml de NaOH
5 N até obter reacdo alcalina, usando
fenolftaleina como indicador externo.
Aquecer a solucado a 80° C para hidro-

lizar os ésteres internos formados. Con- ’

tinuar o aquecimento e a adic@o cuida-

dosa de NaOH até a solucao dar rea-
cdo neutra. Diluir com agua a 94 ml.
O lactato assim obtido sera 0,5 M. Pa-
ra obter o 0,16 M, bastara tomar 32 ml
do 0,5 M e diluir com agua a 100 ml.

3) Dinitrofenilhidrazina a 1 g/litro

Dinitrofenilhidrazina ... 100 mg
HCl a N ds:ii oo 100 ml

\

4) DPN (difosfopiridino nucleotideo

oxidado ou coenzima I oxidada).

DPN s sl 20 mg
NaOH 0,01 N ......... 1ml

5) Sol. de NaOH 0,75 N.
6) Sol. padrdo de piruvato de sodio:

a) Sol. “stock” de piruvato de s6-
dio a 22 mg % (aquosa).

b) Sol. de uso: diluir a solucéo
“stock” na proporcdo de 1:10
(2,2 mg %). :

7) Sol. padrdo artificial: salicilato
de sodio + FeCls: '
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a) Sol. “stock” de salicilato de
s6dio a 100 mg %.

b) Sol. de uso: diluir a solucao
“stock” a 2:100 (2 mg %).

¢) Sol. de cloreto férrico a 500

: mg %. Feita na hora ou & partir

" de solucdo mais concentrada (5 a

10 g %). Na hora da dosagerri
jantar:

Sol. de salicilato de Na

A 2ME% e 5 ml
Sol. de cloreto férrico a
B0 ME %o . 1 ml

Técnica: tomar dois tubos de ensaio

e marcar E (ensaio) e B (branco).

~ Colocar em cada um déles 0,75 ml do

tampéo de glicina, 0,5 ml de lactato de

sédio, 0,16 M e 0,15 ml de solucdo de
DPN.

Misturar bem.

Ao tubo E juntar 0,1 ml de soro,
misturar e deixar em repouso a tem-
peratura ambiente durante 15 minutos.

Findo ésse tempo juntar 0,5 ml de
sol. de dinitrofenilhidrazina aos dois tu-
bos (E e B).

Adicionar agora ao tubo B 0,1 ml do
mesmo SOro.

Deixar em repouso durante 20 minu-
tos a temperatura ambiente (fase de
producdo da ozazona).

Juntar aos dois tubos 10 ml de solu-
cdo de NaOH 0,75 N.

Esperar 5 minutos e efetuar a leitu-
ra no fotdometro a 430 mu (filtro azul),

estabilizando o aparelho com ‘dgua dis-
tilada.

Padroes: poderemos usar o piruva-
to de s6dio a 2,2 mg % (sol. de uso)
da seguinte forma: tomar trés tubos

de ensaio marcando PI, PII e B; jun- -

tando respectivamente 0,5 ml e 1 ml
de sol. de piruvato e 1,5 ml de agua
distilada. Adicionar agora 1,0 ml de
agua distilada ao PI e 0,5 ml ao PII
para igualar os volumes. A todos os
tubos juntar 0,5 ml de sol. de dinitrote-
nilhidrazina a 1 g % e dai por diante
seguir a mesma técnica usaca para o
soro, isto é: 20 minutos a temperatura
ambiente, depois 10 ml de NaOH 0,75
N em cada tubo. Esperar 5 minutos e
efetuar a leitura ao fotéometro (430
mu). !
As diferencas entre os tubos PI, PII
e 0 tubo B, representam as D. O. cor-
respondentes respectivamente a 0,011
mg e 0,622 mg de piruvato de sédio.

Padrdo artificial: dada a dificuldade
de obtencao de piruvato de s6dio quimi-
camente puro e séco, adotamos para és-
te método o padrido utilizado para a do-
sagem da aldolase (*). A densidade
6ptica a 430 mu, obtida na reacgdo de 5
ml de salicilato de s6dio mais 1 ml de
cloreto férrico é igual a que se obtém
no PII (1 ml de padrao) de 2,2 mg de
piruvato de sédio.

Cdlculo:

O processo de NEILANDS (*) néo
especifica uma unidade, porém, pode-

" mos exprimir o resultado em relagdo

a quantidade de DPN reduzida, da
mesma .forma que no método de KAR-

'MEN-WROBLEWSKY-LA DUE (°), pa-

ra transaminase glutamico-oxalacética,
no qual uma unidade de GOT corres-
ponde & baixa de 0,001 de densidade

- Optica a 340 mu com cuba de 1,0 cm de

A diferenca de cor entre os tubos E

- eAB mede a atividade da LDH,

espessura. No caso presente uma uni-
dade de lactodesidrogenase corresponde
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ao acréscimo de 0,001 de densidade
6ptica a 340 mu, produzido por ml de
sOro por minuto. ;

Por este método reahzamos diversas
dosagens (35 ao todo) simultaneamen-
te com o método colorimétrico, estabe-
lecendo-se assim a correlacido dos dois.
A analise estatistica dos resultados re-
velou a validade do método colerimétri-
co, pois obtivemos para “r”, (coeficien-
te de correlacao

S (X:x-Y) _
r = ), um valor de

V'S (X)) SY)

0,995.

Para efetuar o calculo final bastara
determinar a quantidade de piruvato
formada na reacdo, o que pode ser fei-
to utilizando-se o padrao de piruvato
ou o artificial, e aplicando a equacao
geral da fotocolorimetria:

LE — LB
X 0,022 (mg de piruvato

LP :
existente no tubo padrdao) = mg de pi-
ruvato pormado por 0,1 ml de soro.

Exemplo: diferenca entre LE e LB
(densidades o6pticas) = .110

D.O. do PII = .100

Mg de piruvato em PII = 0,022.

#0110
Aplicando a equagao teremos:

.100
% 0,022 = 0,024 mg de piruvato for-
mado.

Isto feito, bastara multiplicar o re-
sultado obtido pelo fator F = 5 924,
fator de transformacdo entre o método
espectrofotométrico e o colorimétrico.
Teremos assim o resultado expresso

em unidades de LDH por ml de sdro -

por minuto, isto &, 0,024 X 5924 =
= 143 unidades.

Valores normais: os valores normais
por noés encontrados variaram entre 50
a 110 unidades.

Alguns cuidados especiais em relacao
ao material para as dosagens devem ser
assinalados, tais como:

a) a solucdo de DPN deve ser pre-
parada na hora da dosagem;

b) as solucoes de lactato, O tampao
de glicina e o padrdo de piruvato de-
vem ser guardados no congelador a
— 102 €C. ;

Quanto ao sangue, uma Vvez obtida a
coagulacao e a retracido do coagulo, de-
ve se proceder a separacdo do sOro o
mais breve possivel, pois, segundo
HSICH e BLUMENTHAL (') o0s san-
gues deixados a temperatura ambiente
por tempo superior a 1 hora, deram re-
sultados elevados, cérca de 25 % a
mais do gue os mantidos a 4° C, ou os
mantidos a temperatura ambiente por
menos tempo.

Sangues oxalatados ou heparmlzados
deram valores maiores, na ordem de 40
a 60 %.

A hemolise tera que ser totalmente
evitada, pois as hemacias possuem LDH
em concentracio muito maior do que
o soro, fazendo com que O MeNor ves-
tigio da mesma inutilize 0 material.
Determinacdes por nos realizadas em
glébulos e plasma de coelhos normais
mostraram que nos gloébulos existe uma
quantidade de LDH cérca de 25 000
superior a do soro.
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SUMMARY

The author recommend a coloritric methed for measuring the lactic dehy-
drogenase (LDH) activity in 0,1 ml of serum based on the reation lactate +
4+ DPN — pyruvate + DPNH’ at pH 10 glicina pbuffer. The pyruvate formed
meseared by dinitro-phenil-hidrazine in alcaline medium. As standart color they
use pyruvate solution or artificial standart — Natrium salicilate + Iron cloride

solution.
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