Pentru intrebari legate de tematica abordata in cadrul lucrarii practice va adresati
cadrelor didactice de predare la lucrari, la urmatoarele adrese de mail:

1) SL Dr. Grecu Daniela — mail: grecu.daniela@umft.ro

2) As. Univ. Dr. Bujor Cristiana — mail: bujor.cristiana@umft.ro

3) As. Univ. Chis Aimee — mail: chis.aimee@umft.ro

4) As. Univ. Moatar Alexandra — mail: moatar.alexandra@umft.ro

LUCRARE PRACTICA 6 BIOCHIMIE AMG

EVALUAREA METABOLISMULUI LIPIDIC

In sange, compusii de natura lipidici sunt transportati sub forma fractiunilor lipoproteice
(chilomicroni, HDL, LDL, VLDL). in mod normal, chilomicronii sunt prezenti in sange
postprandial, un timp limitat, iar VLDL in urme. Pentru evaluarea metabolismului lipic, se
determina uzual profilului lipidic, compus din determinarea colesterolului total
(continutul de colesterol din toate fractiunile lipoproteice prezente in singe), HDL-
colesterolului (continutul de colesterol din fractiunea HDL), LDL-colesterolului
(continutul de colesterol din fractiunea LDL) si trigliceridelor (continutul de trigliceride
din toate fractiunile lipoproteice prezente in singe).

Pentru efectuarea profilului lipidic, se recolteaza sange venos, a jeune, cel mai frecvent in
recipient cu dop rosu. Daca recoltarea sangelui se realizeaza la scurt timp dupa aportul
alimentar, valoarea trigliceridelor va fi fals crescutd datorita prezentei in sange a fractiunii
lipoproteice care vehiculeaza lipidele provenite din aportul alimentar si care are cel mai mare
continut de trigliceride (chilomicronii). Totodatd, concentratia crescutd de trigliceride
determind modificarea aspectului serului cu aparitia opalescentei acestuia (ser lipemic), in
grade variate in functie de concentratia trigliceridelor (de la usor opalescent pana la intens
lactescent). Opalescenta serului poate fi sesizatd de la concentratia trigliceridelor de 300
mg/dL. Serul lipemic este un important factor de interferentd pentru alte determinari de
laborator. Valorile crescute ale colesterolului nu modifica aspectul serului.

Intervalele biologice de referintd pentru parametrii metabolismului lipidic sunt:

e colesterol seric total: 150 — 200 mg/dL
e HDL-colesterol > 35 mg/dL la barbati si > 45 mg/dL la femei
e LDL-colesterol < 130 mg/dL
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e trigliceride serice < 165 mg/dL la barbati si < 140 mg/dL la femei

Interpretarea valorilor parametrilor metabolismului lipidic se face in legatura cu riscul
aterogen (riscul de aparitie a bolilor cardio-vasculare). Cresterea concentratiei colesterolului
seric total, a trigliceridelor si a LDL-colesterolului, alaturi de scdderea HDL-colesterolului se

constituie 1n factori de risc aterogen crescut.

Separarea fractiunilor lipoproteice

Lipoproteinele plasmatice se pot separa prin ultracentrifugare si electroforeza.

Ultracentrifugarea

Ultracentrifugarea se bazeaza pe diferentele de densitate ale fractiunilor lipoproteice in
raport cu continutul acestora in lipide si proteine. In cAmpuri gravitationale puternice
(aprox. 100000g) in raport cu densitatea mediului, lipoproteinele vor sedimenta (dacd au
densitati mai mari decat mediul) sau vor flota (dacd au densitd{i mai mici). Prin aceasta
metoda, intr-un mediu tampon cu densitatea de 1,063 g/cm’ (densitate ce corespunde unei
lipoproteine cu continut egal de lipide si proteine) se separa 4 fractiuni:

- chilomicronii

- VLDL (Very Low Density Lipoproteins)

- LDL (Low Density Lipoproteins)

- HDL (High Density Lipoproteins)

Electroforeza
Lipoproteinele plasmatice migreazd in cdmp electric deoarece proteinele si fosfolipidele
poarta sarcini electrice. Dupa separare, fractiunile se vizualizeaza cu coloranti specifici.
Fractiunile separate prin electroforeza constituie electroforegrama lipoproteinelor serice:
- chilomicronii (practic nu migreaza din cauza continutului mic de proteine si
fosfolipide)
- B-lipoproteine (corespund LDL)
- pre-B-lipoproteine (corespund VLDL)
- o-lipoproteine (corespund HDL si migreaza cel mai mult deoarece au continutul cel

mai ridicat de proteine si fosfolipide)



In prezent, pentru determinarea colesterolului total si a trigliceridelor se utilizeazi metode
enzimatice, 1n care, serul pacientului este pus in contact cu reactivi specifici (contin anumite
enzime ce actioneaza asupra colesterolului sau a trigliceridelor) iar in urma reactiilor
enzimatice apar compusi colorati care absorb radiatie luminoasd de o anumitd lungime de

unda. In continuare sunt exemplificate aceste metode.

Determinarea trigliceridelor (triacilglicerolilor)
Principiu

Triacilglicerolii sunt hidrolizati enzimatic la glicerol si acizi grasi liberi de cétre lipaze

specifice. Glicerolul reactioneaza apoi conform reactiilor:

GK
glicerol + ATP ——>» L-a—glicerol-3-fosfat + ADP

GPO
L-a—glicerol-3-fosfat + O o —» dihidroxiacetonfosfat + HyO2

POD
H2O»2 + 2-clorfenol + 4-aminoantipirina———— 4-(0-benzochinon-monoimino)-fenazona + 2H 20 + HCI

unde: GK — glicerol kinaza; GPO — glicerolfosfat-oxidaza; POD — peroxidaza

Mod de lucru

Se pipeteaza in trei eprubete conform tabelului:

Reactivi, pl Proba Standard | Martor
Amestec reactiv 500 500 500
Standard de trigliceride (200 - 300 -
mg/dL)
Ser 300 - R
Apa distilata - - 300




Se agita, se incubeaza 5 minute la 37°C. Se masoara absorbtiile de lumina Ep si Eg la

lungimea de unda de 546 nm, fata de martor, in interval de 60 de minute.
Calcul: trigliceride ( mg/100ml) = ( Ep/Es) x 200

Semnificatie clinica
Triacilglicerolii serici cresc in: hiperlipoproteinenii primare si secundare (diabet

zaharat, obezitate, hipotiroidie

Determinarea colesterolului seric

Principiu

Colesterol esteraza hidrolizeaza esterii, iar colesterol oxidaza oxideaza colesterolul cu
formare de apa oxigenatd. Aceasta oxideazd fenolul si 4-aminoantipirina, 1n prezenta

peroxidazei, la un compus colorat chinoniminic (culoare rosie).

colesterolesteraza

esteri de colesterol + H,O = colesterol + acizi grasi

colesterol + O, colesteroloxidaza _ Ajcolesten-3-ona + H,0,

peroxidaza
—_—

2H,0, + fenol + 4-aminoantipirina colorant chinoniminic + 4H,0

Mod de lucru

Se pipeteaza conform tabelului urmator:

Reactivi, pl Proba Standard | Martor
Reactiv de lucru 1000 1000 1000
Ser 100 - -
Standard de colesterol - 100 -
Apa distilata - - 100

Se agitd, se incubeazd 5 minute la 37°C sau 10 minute la temperatura camerei. Se

masoara absorbtiile de radiatie Ep si Es fatd de martor, la 546 nm, in decurs de 60 minute.
Calcul: colesterol total (mg/100 ml) = (Eprobs/Estandara ) X concentratia standard

Semnificatie clinica



Valori crescute: hiperlipoproteinemie primare si secundare (diabet zaharat, obezitate,

hipotiroidism)
Determinarea HDL-colesterolului

Pentru determinarea HDL-colesterolului, in prima etapa celelalte fractiunile
lipoproteice sunt transformate in componente nereactive printr-o reactie specifica. In a doua
etapd, se determind continutul de colesterol din HDL folosind aceeasi metodd de la

determinarea enzimatica a colesterolului total.

Determinarea din fractiunea LDL-colesterolului

LDL-colesterolul poate fi determinat direct prin metode enzimatice si indirect prin
calcul, cu ajutorul formulei lui Friedewald, utilizind valoarea sericad a colesterolului total, a
HDL-colesterolului si a trigliceridelor.

LDL-colesterol = colesterol total — (HDL-colesterol) — (trigliceride/5)

Formula nu se aplicd in cazul trigliceridelor >400mg/dl, cand se recomanda
determinarea LDL-colesterolului prin metode enzimatice.

DETERMINAREA CORPILOR CETONICI

Corpii cetonici sunt reprezentati de acidul acetoacetic, acidul B-hidroxibutiric si
acetona. Se formeaza prin procesul de cetogeneza, un proces de transformare metabolica a
acetil-CoA. In conditii normale, productia de corpi cetonici este scizutdi, concentratia
sanguind fiind de 1 mg/100 ml. Eliminarea urinara este minima (10 mg/24 ore), astfel incat
reactia pentru corpii cetonici este negativd. Acetil-CoA poate proveni in organism din acizi
grasi, prin beta oxidare, glucoza, prin catabolism aerob si din aminoacizi. Corpii cetonici sunt
compusi ce se formeaza cu precadere in cursul catabolismului lipidic, procesul fiind in stransa
legatura cu metabolismul glucidic.

Mecanismul hiperproductiei de corpi cetonici presupune o intensa lipoliza In tesutul

adipos, cu eliberare crescutd de acizi grasi, asa cum se intampla atunci cand exista un deficit
de insulind sau aportul de glucoza este scazut. Acizii grasi eliberati sunt apoi utilizati de
tesuturi (cu exceptia creierului si a hematiilor) ca material de satisfacere a necesitatilor
energetice. In ficat, in aceste conditii, se sintetizeaza cantititi crescute de corpi cetonici, care
vor constitui alternativa energetica pentru toate tesuturile, inclusiv pentru creier.

In cazul aportului scizut de glucoza (inanifie), cresterea productiei de corpi cetonici
reprezintd o adaptare metabolica, corpii cetonici reprezentand o sursd de energie utilizata
pentru a suplini glucoza. In aceste conditii, glucoza este oxidati numai de celulele strict
dependente de ea, restul tesuturilor utilizand substraturi energetice alternative (corpi cetonici,
acizi grasi). Glucagonul, catecolaminele §i glucocorticoizii sunt principalii hormoni ce
coordoneaza reactiile de mobilizare ale rezervelor energetice, iar tesutul adipos indeplineste
rolul cheie in furnizarea de substraturi energetice.



Acetona este un compus caracteristic cetogenezei patologice si este o substantd
volatila, ce se elimind prin pldmani, motiv pentru care aerul expirat de bolnavii diabetici are
un miros caracteristic.

Cetoza este starea patologicd caracterizatd prin sinteza hepaticd crescutd de
acetoacetat, sintezd ce depdseste capacitatea tesuturilor extrahepatice de a utiliza corpii
cetonici §i care are drept urmare cresterea cetonemiei si aparifia cetonuriei. Pentru ca
eliminarea corpilor cetonici se face sub formad de sdruri, ei consuma rezerva alcalind a
organismului si apare acidoza.

Aplicatie practica
Evidentierea corpilor cetonici in urina

Corpii cetonici se pot evidentia in urina proaspat emisa cu ajutorul stripurilor urinare sau prin
metoda Legal-Imbert.

Principiul metodei Legal-Imbert
Corpii cetonici (acidul acetoacetic si acetona; acidul beta-hidroxibutiric nu
reactioneazd) din urind dau cu nitroprusiatul si amoniacul un amestec de culoare violeta.

Mod de lucru

Intr-o eprubeti se introduc 2 ml urina filtratd. Se adaugi 5-6 picituri reactiv Legal-
Imbert i se omogenizeazd. Pe peretele interior al eprubetei se preling 7-8 picaturi amoniac
concentrat astfel incat sa se formeze un strat la suprafata urinei. Se lasa eprubeta in stativ 15
minute.

Aparitia unui inel violet la interfata dintre cele 2 lichide indicad prezenta corpilor
cetonici.
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