Metabolismul proteinelor. Determinarea ureei serice si urinare.
Determinarea creatininei

DETERMINAREA UREEI iN SANGE SI URINA

Introducere

Ureogeneza reprezinta procesul de transformare a amoniacului Tn uree, cu
semnificatie in eliminarea acestuia din organism. Ureea este o substantd cu toxicitate mult
redusa si foarte difuzibila, care se elimind usor in urina. De aceea, ureogeneza trebuie socotita
drept un proces de transformare de eliminare a amoniacului. Ea reprezinta una din
activitatile cele mai importante de sinteza desfasurate in organism, zilnic realizandu-se 0,3-0,6
moli uree, ceea ce corespunde la aproximativ 20-35 grame de substanta.

Ureogeneza se desfasoard in cadrul unui sir de cinci reactii cuplate. Ureogeneza este
un proces partial ciclic, deoarece unul dintre produsii celei de-a cincea reactii, ornitina, este
reactant in cea de-a doua reactie. Procesul are ca localizare specificd celula hepatica,
desfasurandu-se partial in mitocondrii, in spatiul matricial (primele doud reactii), apoi in
citoplasma (urmatoarele trei reactii) — datorita prezentei aici a tuturor enzimelor ce intervin in
sinteza. Ureea rezultatd difuzeazd in plasmad, fiind transportata sanguin la rinichi, calea
principald de eliminare. Cantitati mici de uree se elimina si prin intermediul glandelor
sudoripare si pe cale intestinald, ceea ce se poate exacerba in conditii patologice.

Aplicatie practica
A. Determinarea ureei prin metoda enzimatica- testul optic

Dupa indepartarea prin precipitare a proteinelor din sange, in supernatant raman o
serie de substante neproteice, cu continut de azot (azotul neproteic sau restant). Aceste
substante sunt: ureea (15-50 mg%), acidul uric (2-8 mg%), creatinina (0,7-1,2 mg%), creatina,
aminoacizi, colina, polipeptide, nucleotide, amoniacul, glutationul, histamina, etc. Dintre
acestea, importanta clinica deosebita prezintd determinarea ureei, creatininei si a acidului uric.

Principiu

Ureea este hidrolizatd in prezenta ureazei la amoniac si CO, Amoniacul rezultat
reactioneaza cu 2-oxoglutaratul si NADH in prezenta glutamat dehidrogenazei (GLDH), cu
formare de glutamat si NAD". Reactia se urmireste prin masurarea absorbtiei de radiatie la
340 nm (se monitorizeaza astfel transformarea NADH,H" in NAD™). Sciderea absorbtiei de
radiatie datoratd scaderii concentratiei de NADH pe unitatea de timp este proportionald cu
concentratia ureei.

uree + H,0O + 2H*

2 NH,* + CO,

2 NH,* + 2-oxoglutarat + 2 NADH + H- H,O + 2 NAD '+ glutamat

Reactivi

Reactivul 1 (tampon): contine Tris, 80 mmoli/l, pH 8,0; 2-oxoglutarat 5 mmoli/l.

2. Reactivul 2 (enzimatic): contine ureaza >100U/ml; GLDH 6000 U/I; NADH 0,32
mmoli/l.

3. Reactivul 4 (standard ): uree 50 mg/l (8,325 mmoli/l).

4. Reactiv de lucru: se prepara adaugand 1 flacon de reactiv 2 intr-un flacon cu reactivul
1 (solutia tampon), dupa care se agitd usor timp de 30 minute.

=



Probe biologice:

- ser, plasma (recoltatd pe anticoagulant-heparina;
anticoagulanti ce confin fluorurd - inhiba activitatea ureazei, sau ioni de amoniu -

interfera cu dozarea);
- urina (recoltata pe 24 ore).
Mod de lucru

Tn trei CUVE se pipeteazi conform tabelului:

nu

Reactivi, pl Standard Ser Urina
Reactiv de lucru 1000 1000 1000
Standard 100 - -

Ser - 100 -
Urina (diluata 1:50) - - 100

111 Etalonarea spectrofotometrului se face fati de apa distilata.

Se executi pe riand analiza standardului si a probei, metoda fiind cinetica. Dupa

amestecul reactantilor pentru standard se citeste, in dinamica, absorbtia de radiatie a acestuia
la 340 nm (in cuve cu grosimea de strat de 1 cm), la exact 0 sec, apoi la 1 minut si 30 sec. Se
prepara proba (serul/urina + reactivul de lucru) si se citeste absorbtia de radiatie la 340 nm, Tn

acelasi mod ca pentru standard.

Calcul

Concentratia ureei in ser = A Ep /A Eg x 50 (mg/dl)

Concentratia ureei in urind= A Ep/A Es X 50 x Diureza/0,1 x Dilutie (g uree/urina

24 ore)

unde: AEp = variatia absorbtiei de radiatie a probei;
AEs = variatia absorbtiei de radiatie a standardului;

50 mg/dl = concentratia standardului.

Valori normale
Ser: 15— 45 mg/dl (2,5 - 7,51 mmol/l)

Urina pe 24 ore: 20 — 36 g (330 — 600 mmol).

Variatii fiziologice in singe

Valoarea ureei sanguine este dependentd de aportul proteic alimentar, volumul de
urind excretatd si de starea functionald a rinichiului. Variatia ureei sanguine in functie de

aportul proteic este ilustrata in tabelul de mai jos:

Aport proteic
g/kg masa corporala / zi

Valori normale
mg uree/100 ml ser

0,5 13-25
1,5 24 —52
2,5 31-59

Variatii patologice in singe

In general, valoarea ureei sanguine variaza in acelasi sens cu azotul neproteic.
Valori crescute se intdlnesc in: insuficienta renala acuta si cronica (in acest caz ureea
urinard este scdzutd), anurii extrarenale: insuficientd cardiacd, boli infectioase acute,

se utilizeaza




hemoragii gastro-intestinale, encefalite, diabet zaharat, boala Addison, deshidratdri prin
varsaturi si diaree masiva (azotemie prin lipsa de sare), etc.

Valori scazute se intalnesc in: stadiul final al insuficientei hepatice decompensate
(coma hepatica): functia hepatica se perturba numai in cazul lezarii profunde a parenchimului
hepatic.

Variatii fiziologice in urina

Ureea urinara variazd mult in functie de regimul alimentar astfel incat, luata izolat,
valoarea este fara semnificatie clinica. Ea creste in regim bogat in proteine si scade 1n regim
vegetarian, astfel incat eliminarea urinara de uree este de 20-35 g/zi pentru un regim alimentar
normal si de numai 10 g/zi pentru un regim alimentar lipsit de proteine. Raportata la valoarea
ureei sanguine si la diureza, determinarea ureei in urind serveste in special la stabilirea
coeficientilor de eliminare.

Variatii patologice in urina

Valori crescute se Tntalnesc n hipercatabolism protidic.

Valori scazute se intalnesc in insuficienfa renald acutd si cronicd, precum si in
insuficienta hepatica decompensata.

DETERMINAREA CREATININEI N SER SI URINA

Introducere

Creatinina provine din transformarea prin deshidratare a creatinei (este anhidrida
creatinei). Creatinina se elimind prin urind si de aceea determinarea creatininei serice §i
urinare are o importanta deosebita in practica medicala pentru investigarea functiei renale.
Pentru cd este produsa in totalitate Tn muschi, cantitatea de creatinind formatda este
proportionald cu masa musculara.

Determinarea creatininei cu metoda Jaffe (varianta Popper-Mandel-Mayer)

Principiu

Creatinina din proba biologica reactioneaza, in mediu alcalin, cu acidul picric formand
un complex de picrat de creatinind de culoare rosu-portocaliu, cu maxim de absorbtie la 520
nm, direct proportional cu cantitatea de creatinind din proba.

Este o metoda foarte simpla dar are dezavantajul interfentei cu numeroase substante:
acid ascorbic, piruvat, acetona, acidul acetoacetic, glucoza, acidul uric, proteinele,
antibioticele, levuloza.

Aceste substanfe, numite cromogeni necreatininici, pot conduce in cazul prezentei lor
in ser la interferente de peste 20%. Acesti cromogeni necreatininici nu influenteaza
determinarea creatininei in urind.

Tn timp au fost elaborate variante ale reactiei Jaffé ce urmiresc eliminarea acestor
interferenti (variantele cinetice-viteza de reactie a creatininei este mai mare decat a
cromogenilor).

Aceasta variantd utilizeaza acidul picric atdt ca deproteinizant cat si ca reactiv de
culoare.

Reactivi
1. solutie acid picric 1,2%.
2. solutie de hidroxid de sodiu 10%.

3. solutie standard de creatinina 2 mg/100 ml in HC1 0,IN.



Mod de lucru
In 3 eprubete se pipeteaza conform tabelului:

Reactivi, ml Pser P urin Standard | Martor
Ser 0,20 - - -

Urina - 0,20 - -
Standard - - 0,20 -

Apa distilata - - - 0,20
Acid picric 0,6 0,6 0,6 0,6
NaOH 0,1 0,1 0,1 0,1

Se agita, se lasa in repaus 20 minute si se masoara absorbtiile Pser, Pyrins $1 standard

fata de martor la 530 nm.

Calcul
In ser: Mg Creatinina/100 ml ser = Eps/Es x 2
In urina: g creatinini/ 24 ore = (Ep,/ES X 2) x volum urinar (L) pe 24 ore

Valori normale:

Ser: Femei: <0,9 mg/dl (< 80 umol/l)
Barbati: < 1,1 mg/dl (< 97 umol/l)

Urina: 1 - 1,8 g/24 ore (8,84 — 16 mmol/24 ore).

Valori patologice
Creatininemia creste in nefropatii acute si cronice, boli consumptive grave, boli ce

afecteaza musculatura (miastenia gravis, distrofia musculara progresiva).

Pentru ca creatininemia depinde numai de masa musculara si de eliminarea sa renala

prin filtrare glomerulard, determinarea creatininei in ser si urind si calcularea clearance-ului
creatininei endogene reprezinta metode de apreciere a functiei renale.

Clearence-ul exprima volumul de plasma filtrat de rinichi intr-un minut.

Unde:

Calculul clearance-ului creatininei endogene
Clearance creatinina (ml/min) = (U x V)/(P x 1440)

U = creatinina urinara (mg/1);

V = volumul de urina pe 24 ore (l);

P = concentratia creatininei in ser (mg/100 ml);
1440 = numarul de minute din 24 de ore.

Valori normale
95 - 150 ml/min.

Clearance-ul creatininei scade in nefropatiile acute si cronice, inainte de cresterca

creatininei serice.



