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Resumo

A avaliacdo do estado redox plasmdtico, que consiste na
determinagdo simultdnea das concentracdes plasmadticas de lactato,
piruvato, acetoacetato e [-hidroxibutirato, é ttil no rastreio das
doengas hereditdrias do metabolismo por défice energético. O
seu doseamento exige rigorosas condi¢des de colheita e
processamento das amostras. Fez-se o estudo de 70 criangas sem
doenga metabdlica com idades compreendidas entre 1.5 meses e
15 anos, com o objectivo de determinar os valores normais da-
queles parimetros bioquimicos na nossa populagdo. Encontra-
ram-se os seguintes valores (média e desvio-padrdo em mmol/L):
lactato - 1.28 + 0.46; piruvato 0,10 + 0,03; corpos cetdnicos
totais - 0,11 + 0,09; razdo P-hidroxibutirato / acetoacetato 2,9
+ 2,2);

Os valores séricos do lactato em jejum eram significativa-
mente inferiores aos do pés-prandial (1.03 + 0.26 vs 1.39 + 0.34
mmol/L).

Palavras-Chave: Lactato, piruvato, corpos ceténicos, valo-
res normais, alteracdo do metabolismo energético.

Summary
Plasma Redox Evaluation in the Child

Blood redox status evaluation is an important screening test
for energy metabolism deficiencies. Accurate determination
demands precise sample collection and processing. A control group
of 70 children with ages ranging from 15 months to 15 years was
studied, so that normal values for the biochemical parameters
analysed could be established in our population. The following
values were determinated (mmol/L): lactate - 1.28 + 0.46; pyruvate
- 0.10 + 0.03; ketone bodies - 0,11 + 0,09; B-hydroxybutyrate /
acetoacetate ratio was 2,9 + 2,2.

Fasting serum lactate values were significantly lower than in
the post-prandial period (1.03 + 0.26 vs 1.39 + 0.34 mmol/L).

Key-Words: Lactate, pyruvate, ketone bodies, normal values,
energy metabolism deficiency.
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Introducao

As doencas hereditdrias do metabolismo energético
(défices da piruvato-desidrogenase, do ciclo de Krebs e
da cadeia respiratéria mitocondrial) provocam frequente-
mente acumulacio de lactato, piruvato e/ou corpos
ceténicos 2.

A obtencdo de energia a nivel celular faz-se através
de uma série de reacgdes (catabolismo) cujo denomina-
dor comum € a oxidacéo, isto €, a transferéncia de elec-
trdes e protdes para substincias de potencial redox suces-
sivamente mais elevado até ao oxigénio (respiragdo celu-
lar). As reaccdes produtoras de energia estdo quase sem-
pre ligadas a coenzimas (NAD* e FADH), que séo redu-
zidas nesse processo. A subsequente reoxidagdo do NADH
e do FADH, a nivel da cadeia respiratéria mitocondrial
(com consumo de oxigénio e formacgdo de dgua) permite
o armazenamento de energia, sob a forma de ATP
(fosforilagdo oxidativa) ©.

Os quocientes NAD*/NADH e FADH/FADH, tradu-
zem o estado redox intracelular: a sua determinagdo € da
maior importincia na avaliacdo das altera¢des do meta-
bolismo energético, hereditdrias ou adquiridas. O quo-
ciente NAD*/NADH pode ser avaliado indirectamente pela
determinagdo das concentragdes plasmdticas do lactato,
piruvato, B-hidroxibutirato e acetoacetato .

O lactato e o piruvato sdo os produtos finais do
metabolismo anaerébico da glicose. O lactato, que é fun-
damentalmente a forma circulante, tem de ser convertido
em piruvato para ser metalizado. A degradacdo oxidativa
do piruvato através da via da piruvato-desidrogenase e
do ciclo de Krebs leva a formacéo de diéxido de carbono
e equivalentes redutores (NADH e FADH,) que sdo reoxi-
dados na cadeia respiratéria, com producdo de energia.
No citoplasma, lactato e piruvato sdo interconvertiveis,
através de uma reacgdo catalizada pela lactatodesidro-
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genase (reacgdo 1), estando a sua propor¢do relativa
dependente da relacio NAD*/NADH.

Lactato + NAD* <——> Piruvato + NADH (reuccio 1)

A concentragdo sanguinea do lactato resulta do equi-
librio entre a produgdo e o consumo. A producdo do
lactato ocorre principalmente na pele, glébulos verme-
lhos, cérebro, medula renal e misculo. Cerca de dois
ter¢os do lactato circulante € substrato da neoglicogénese,
enquanto o restante sofre oxidacdo @. A utilizagdo do
lactato a nivel tecidular varia em funcfdo do estado
nutricional: em jejum transforma-se em glicose no figado
e no rim, enquanto no pos-prandial é oxidado nas mito-
condrias, sobretudo no miocérdio, musculo esquelético e
rim. Pode ocorrer acumulag@o do lactato em resultado de
colapso circulatério, hipdxia e outras condi¢des com
faléncia da respiragdo celular tais como estados de
catabolismo, infec¢des, desidratagcdo, etc. Assim, os
niveis de lactato circulante diminuem no jejum e aumen-
tam no pos-prandial, apds exercicio muscular € em esta-
dos de hipéxia &9,

Os corpos ceténicos (beta-hidroxibutirato e aceto-
acetato) sdo sintetizados no figado a partir dos 4cidos
gordos (libertados por lipdlise do tecido adiposo) e dos
aminodcidos cetogénicos (por exemplo: leucina) liberta-
dos pelo catabolismo muscular. Sdo produzidos pelas
mitocondrias hepiticas e oxidados (cetSlise) no misculo
esquelético, miocdrdio, rim e cérebro. O seu principal
papel € servir como alternativa a glicose para a producio
de energia, poupando-a a favor dos tecidos glicodepen-
dentes (cérebro, glébulos vermelhos e medula supra-re-
nal) nas situagdes de jejum ou de exercicio fisico prolon-
gados. Os niveis de corpos ceténicos circulantes aumen-
tam assim nestas circunstincias .

Na mitocondria o B-hidroxibutirato e o acetoacetato
sdo interconvertiveis, estando a sua proporcdo relativa
dependente da relacado NAD*/NADH.

B-hidroxibutirato + NAD* <——> Acetoacetato +
NADH (reacgao 2)

Dado que a reac¢do 1 é citoplasmadtica e a 2
mitocondrial, 0os quocientes lactato/piruvato e beta-hidroxi-
butirato/acetoacetato traduziriam o estado redox citoplas-
mdtico e mitocondrial, respectivamente ©.

O doseamento daquelas substincias nos fluidos bio-
logicos exige condi¢Bes rigorosas de colheita e anélise
laboratorial se quisermos ter resultados fidveis. De facto,
os valores normais variam com a idade e sdo também
influencidveis por factores externos, nomeadamente a
hipdxia tecidular local ©.

Neste estudo fez-se a avaliagdo daqueles pardmetros
bioquimicos no plasma sanguineo de um grupo testemu-
nha com o objectivo de determinar os valores normais na
nossa populacdo.

Material e Métodos

Seleccionaram-se 70 criancas com bom estado geral
e de nutricdo, ndo sujeitas a terapéutica interferente com
o metabolismo energético e submetidas a colheitas de
sangue por outro motivo, apés obtido o consentimento
dos pais. Tinham idades compreendidas entre 1.5 meses
e 15 anos, com idade média de 5.5 anos (mediana 4
anos). Cerca de um terco (28 criangas) tinha tomado uma
refeicdo nas 2 horas que precederam a colheita; 26 cri-
angas encontravam-se em jejum (nocturno ou >3 horas,
no caso dos lactentes); o terco restante (26) encontrava-
se numa situa¢do intermédia no que se refere a relacdo
entre a hora da colheita e a da refei¢do anterior.

Colheram-se, sem garrote, com o minimo de «luta»,
2.5 ml de sangue a cada crianga para tubo com EDTA e
fluoreto de sédio. Diluiu-se imediatamente («a cabeceira
do doente») 1 ml de sangue com 2 ml de dcido perclérico
a 8g/dl, medidos com micropipeta. Os produtos foram
imediatamente enviados (em gelo) para o laboratdrio, de
modo a que o plasma fosse separado no mais curto espa-
co de tempo. As amostras foram analisadas no mesmo
dia ou congeladas a -20°C até serem processadas, num
intervalo ndo superior a 72 horas apds a colheita.

O Ilactato, corpos ceténicos e glicémia foram deter-
minados no plasma. O piruvato foi doseado no sobre-
nadante do sangue desproteinizado. As determinagGes
foram feitas por métodos espectrofotométricos semi-
automatizados: os valores de referéncia para cada paré-
metro bioquimico estdo reunidos no Quadro I 10,

QUADRO I
Estudo redox plasmatico — valores de referéncia dos
métodos usados no nosso laboratério (ref. 7-10)

Lactato Piruvato 3-OH-But AcetoAcet

(mmol/L) 0,33-1,33 0,03-0,08 0,02-0,29 0,02-0,04

Analisaram-se os resultados no global e segundo trés
grupos etdrios: até aos 12 meses de idade, do 1 aos 6 e
dos 7 aos 15 anos de idade.

Das 28 criancas cuja colheita foi feita no periodo
pos-prandial, 10 tinham idade inferior a 12 meses, 15
tinha entre 1 e 6 anos de idade e 3, mais de 7 anos. Das
26 criangas que estavam em jejum, 4 pertenciam ao pri-
meiro grupo etdrio, 9 ao segundo e 13 ao terceiro.
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Para andlise estatistica foi utilizada a prova U de
Mann-Whitney.

Resultados

No global (quadros II e III), encontraram-se os se-
guintes valores (média e desvio-padrio em mmol/L):
lactato: 1.28 + 0.46; piruvato - 0.10 + 0.03, sendo a razdo
lactato/piruvato de 13.5 + 4.2; corpos cet6nicos totais-
0.11 + 0.09 e a razdo B-hidroxibutirato/acetoacetato -
29 +2.2.

QUADRO II
Estudo redox plasmatico em 70 criancgas testemunho
— valores do lactato e piruvato

Total <lA 1-6A 7-15A
(n=70) (n=17) (n=29) (n=24)
Lactato (mmol/L) 128 + 046 | 161 + 048 | 125 + 035 | 115 + 0.48
Média + DP
Piruvato (mmol/L) 0,10 + 0,03 {012 +003 | 009 + 002|010 + 0,04
Média + DP
Lactato/Piruvato 135 +42 | 143 +33 138 +35 | 126 +54
Média + DP

DP - desvio-padrio

QUADRO III
Estudo redox plasmatico em 70 criancas testemunho
valores dos corpos ceténicos

Total <lA 1-6A 7-15A
(n=70) (n=17) (n=29) (n=24)
Corpos cetdnicos 011 +0.09 [ 015 +0.10 | 0.12 + 0.09 | 008 + 0.06
Média + DP
Hidroxibutirato 008 + 0,08 [ 0,12 + 0,09 | 0,09 + 0,08 | 006 + 0,06
Média + DP
Acetoacetato 003 + 0,02 | 003 +002 | 004 +003|002 +001
Média + DP
HB / AA* 29 +22 32 +19 24 +16 31 +28
Média + DP

DP - desvio-padrio
* Hidroxibutirato / Acetoacetato

Os niveis plasmaticos médios de lactato (mmol/L)
variaram inversamente com a idade (quadro II): 1.61 no
grupo dos lactentes, 1.25 no grupo das criancas dos [-6
anos e 1.15 no dos 7 aos 15 anos. Para o piruvato encon-
traram-se os seguintes valores médios: 0.12, 0.09 e 0.10
(mmol/L), respectivamente para os primeiro, segundo e
terceiro grupos etdrios. Tanto para os valores do lactato
como para os do piruvato verificou-se diferenca com
significado estatistico entre o primeiro e o segundo grupo

etdrio (Z = -2.8/-2.9; p<0,01), mas ndo entre o segundo
e 0 terceiro.

O quociente lactato/piruvato mostrou valores médios
de 14.3, 13.8 e 12.6, respectivamente para os primeiro,
segundo e terceiro grupos, ndo se tendo verificado dife-
rengas com significado estatistico entre eles.

Tanto o somatdrio dos corpos ceténicos (0.15, 0.12 e
0.08 mmol/L) como o quociente B-hidroxibutirato/aceto-
acetato (3.2, 2.4 e 3.1) ndo mostraram diferencas estatis-
ticamente significativas entre os vdrios grupos etdrios.

A influéncia da refeicfio estd representada no quadro
IV, que redne os valores obtidos nas 54 criancas que
tinham tido a dltima refei¢do nas 2 horas anteriores a
colheita (n=28) ou se encontravam em jejum quando da
mesma (n=26). Comparam-se os resultados obtidos em
24 criangas do grupo etdrio dos 1-6 anos, 9 das quais
fizeram a colheita de sangue em jejum e 15 no periodo
pds-prandial. O valor do lactato em jejum (1.03 + 0.26
mmol/L) ¢ significativamente inferior ao do pos-prandial
(1.39 4+ 0.34 mmol/L) (p<0.02), enquanto que o do
piruvato é tendencialmente inferior (0.08 + 0.02 vs 0.10
+ 0.02) (p=0.1) e o dos corpos cetdnicos ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa (0.17 + 0.15 vs
0.10 + 0.03).

QUADRO IV
Estudo redox plasmatico em 54 criancas testemunho.
Influéncia da refeicdo. (Os valores do jejum e do pos-prandial
nio se referem aos mesmos individuos)

Total 1-6A
(n=54) (n=24)
. : 1] PP 1] PP
;- |
Jejum / Pos-prandia (126) (1=28) (1=9) (=15)
Idade (Média - Anos) 6.9 3,2 4,1 33
Lactato (mmol/L) 1,24 1,48 1,03 1,39
Média
Piruvato (mmol/L) 0,09 0,11 0,08 0,10
Média
Lactato / Piruvato 14,2 13,1 12,7 13,5
Média
Corpos Cetdnicos 0,13 0,12 0,17 0,10
Média
HB / AA* 3,6 3,0 19 2.5
Média
* Hidroxibutirato / Acetoacetato
Discussao

A avaliacdo do estado redox plasmdtico através do
doseamento dos niveis sanguineos do lactato, piruvato e
corpos ceténicos, tem, pois, sido considerado um método
de rastreio das doencas do metabolismo energético 9.
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Os métodos de doseamento habitualmente utilizados
baseiam-se na medic¢io espectrofotométrica da oxidagdo
do NADH (para o piruvato ou o acetoacetato) e da redu-
¢do do NAD+ (para o lactato e o hidroxibutirato). Dife-
rem na natureza e volume da amostra usada (sangue
total, sangue apds desproteinizagdo, soro ou plasma) € no
grau e natureza da automatizacdo “'”. A avaliagdo das
respectivas especificidade e sensibilidade no rastreio cli-
nico-laboratorial ndo é simples. Hd que eliminar condi-
¢cdes de hipéxia aquando da colheita (por exemplo:
garrotagem do membro, exercicio muscular intenso
ndo controlado), de modo a evitar falsas hiperlacta-
cidémias . No caso particular da crianca, sobretudo na
mais jovem, a dificuldade em conseguir a colaboragio
para a colheita sem garrote é um factor a ter em conta,
pelo que o recurso a veia jugular externa ou a catéter
intravenoso (nas colheitas seriadas) € uma boa alterna-
tiva, como temos verificado na nossa pratica clinica.
Por outro lado, é conhecido que o piruvato e o aceto-
acetato sdo muito instdveis, transformando-se respectiva-
mente em lactato e acetona, e elevando falsamente os
quocientes lactato/piruvato e beta-hidroxibutirato/aceto-
acetato. Para minimizar estes efeitos, usdmos um ini-
bidor da glicdlise (fluoreto de sodio) e a desproteini-
zagdo e/ou separacdo do plasma imediatamente apds
a colheita da amostra de sangue e o seu transporte em
gelo ©¢10),

Os limites da normalidade dos pardmetros em discus-
sdo variam segundo os diferentes autores > * 0. E assim
de primordial importancia estabelecer os valores normais
para cada grupo de trabalho.

A selec¢do de testemunhos nem sempre € fécil, ja
que a colheita de sangue a criangas sauddveis levanta
questdes €ticas, nem sempre ultrapassaveis. Por isso opta-
mos pela subtragdo de um pequeno volume extra de san-
gue a criangas submetidas a colheita por outras razdes,
apds concordancia esclarecida dos pais. Saudubray con-
siderou como testemunhos doentes suspeitos de doenca
metabdlica que foram submetidos por isso a prova de
jejum de 24 horas e em quem foi excluida doenga do
metabolismo energético @.

Os nossos resultados sdo ligeiramente diferentes dos
valores de referéncia representados no quadro I, nomea-
damente no que se refere aos valores do lactato e piruvato.
Estes aproximam-se mais do do grupo etdrio dos 7-15
anos.

Fizémos a andlise dos resultados segundo os 3 grupos
etdrios publicados pelo grupo francés “. A comparagio
deve ser feita com algumas reservas, ji que estes fazem
o doseamento dos quatro pardmetros no sobrenadante do
desproteinizado ®. A diferenca de metodologia pode
explicar o quociente hidroxibutirato/acetoacetato muito
mais elevado no nosso grupo do que no francés, onde

foi sempre inferior a 1 no pos-prandial e nio ultrapas-
sou 3,3 no jejum de 15 a 24 horas “°.

Tal como o grupo francés, encontrdmos valores de
lactato mais altos nas criancas mais jovens. Quanto a
relacdo lactato/piruvato, podemos assumir como valor
normal para a nossa populagdo o de 10-20, conside-
rando-a anormalmente elevada a partir dos 25, como tem
sido descrito por outros autores .

E conhecido que a refei¢io constitui uma verdadeira
«prova de sobrecarga» fisiolégica para a maquinaria
celular produtora de energia. Inversamente, no jejum ha
consumo do piruvato na neoglicogénese, sendo activada
a cetogénese de modo a fornecer combustivel alterna-
tivo aos tecidos periféricos. Estes efeitos sdo tanto mais
6bvios quanto mais rica em hidratos de carbono for a
refeicdo ou mais prolongado o jejum “?. Em face do
pequeno nimero de alguns grupos-testemunha em condi-
¢des de jejum ou pos-prandial, optdmos por analisar o
efeito do jejum apenas no de 1-6 anos. Como seria de
esperar os valores médios do lactato (e do piruvato) no
periodo pos-prandial sdo significativamente mais eleva-
dos que em jejum.

O jejum a que as nossas criancas foram submetidas
raramente foi prolongado (geralmente inferior a 12 ho-
ras), o que poderd ter contribuido para que os valores em
jejum ndo fossem muito diferentes dos do pés-prandial:
— em jejum os do piruvato, foram inferiores e os dos
corpos cetdnicos superiores aos do pos-prandial, embora
essa diferenca ndo tenha atingido significado estatistico.

Conclusao

O estabelecimento de valores normais dos niveis
sanguineos de lactato, piruvato e corpos ceténicos numa
determinada populag¢do clinico-laboratorial, quer em
jejum quer no periodo pds-prandial, é fundamental para
um eficiente rastreio das doencas do metabolismo
energético.
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