LP7. DETERMINAREA COLESTEROLULUI TOTAL SI A
COLESTEROLULUI DIN FRACTIUNI. SEPARAREA
FRACTIUNILOR LIPOPROTEICE PLASMATICE

Introducere

Lipoproteinele plasmatice sunt forme de transport a lipidelor din sange. Ele
transporta lipidele insolubile Tn apa intre diferite organe pe cale sanguina. Sunt structuri
lipo-lipoido-proteice, formate dintr-o componenta lipidica (triacilglicerolilor, colesterol,
fosfolipide) si o componenta proteica (apoproteine). Gruparile polare ale proteinelor i
fosfolipidelor sunt dispuse la suprafata complexelor, conferindu-le caracter hidrofil.

Metodele de separare a lipoproteinelor plasmatice se impart in:

A. Metode fizico-chimice
1. 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 (daca au densitati mai mari decat mediul) sau vor flota (daca au densitati
mai mici). Prin aceastd metoda, intr-un tampon cu densitatea de 1,063 g/cm® (densitate
ce corespunde unei lipoproteine cu continut egal de lipide si proteine) au fost separate 4
fractiuni:
- chilomicronii d < 0,96 g/cm?;
- VLDL (Very Low Density Lipoproteins) d = 0,96-1,006 g/cm?®;
- LDL (Low Density Lipoproteins) d = 1,006-1,063 g/cm?;
- HDL (High Density Lipoproteins) d = 1,063-1,21 g/cm®.

2. Electroforeza-lipoproteinele plasmatice migreaza in camp electric deoarece
proteinele si fosfolipidele poarta sarcini electrice. Separarea se efectueaza la un pH de
8,6 iar 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;

- a-lipoproteine-corespund HDL-migreaza cel mai mult deoarece au continutul cel
mai ridicat de proteine si fosfolipide.

in serul normal, recoltat dupd 8-10 ore de post alimentar, nu apar
chilomicronii, iar VLDL (pre-p) apare doar in urme.

Separarea lipoproteinelor ca entitati morfofunctionale a permis intelegerea
dinamicii lipidelor din sénge, geneza si modul lor de utilizare.

Cum urmarirea stricta a unui component lipidic din sange nu da informatii
satisfacatoare in privinfa semnificatiei unor eventuale modificari functionale prin
separarea lipoproteinelor si determinarea componentului lipidic in fractiunea separata,
se obtin informatji cu valoare mai ridicata.

Exista si posibilitatea separarii fractiunilor prin gel-filtrare precum gi precipitarea
cu anticorpi pentru apoproteinele complexelor.



B. Metodele enzimatice de determinare a colesterolului seric
Colesterolul este prezent in toate tesuturile animale, in general sub forma de
esteri cu diversi acizi grasi.
Determinarea colesterolului total este recomandata pentru:
e monitorizarea factorilor de risc pentru boala coronariang;
e screening-ul dislipidemiilor primare si secundare;
e monitorizarea tratamentului dislipidemiilor.

in practica, pentru determinarea colesterolului se folosesc o varietate mare de
metode, bazate pe principii diferite. Se preconizeaza ca, intr-o perspectiva apropiata, in
laboratoare sa fie folosite doar metode bazate pe tehnici enzimatice.

Multe metode folosite pentru determinarea colesterolului in ser, plasma si sange
au la baza procedee enzimatice.

Principial, o tehnica enzimatica cuprinde etapele:

colesterolesteraza

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

colesterol + O, coIesteroIOX|daza> A colesten-3-ona + H,0O,

In continuare, apa oxigenata poate fi inclusa in una din cele doua reactii (A sau B):

peroxidaza
—_——

A.2H,0, + fenol + 4-aminofenazona compus colorat chinoniminic + 4H,0

B. H,0, + etanol catalaza > acetaldehida + H,O

acetaldehida + NADP+ + H,0 2cetaldehid-dehidrogenaza ,.on¢ + NADPH + H*

Se pot analiza probe de ser sau plasma. Pentru plasma se prefera ca
anticoagulant heparina. Anticoagulantii cum sunt fluorura, citratul sau oxalatul cauzeaza
erori, datorita dilutiei realizate ca urmare a efluxului apei din eritrocite in plasma.

Aplicatie practica
1. Determinarea colesterolului total prin metode enzimatice

Principiu

Colesterolul si esterii lui sunt eliberati din lipoproteinele de transport prin tratare
cu agenti tensioactivi. Colesterol esteraza hidrolizeaza esterii, iar colesterol oxidaza
oxideaza colesterolul cu formare de apa oxigenata. Aceasta oxideaza fenolul si 4-
aminoantipirina, in prezenta peroxidazei, la un compus colorat chinoniminic.

colesterolesteraza

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

colesteroloxidaza -
colesterol + O, > A,colesten-3-ona + H,0,

peroxidaza
—_—

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



Reactivi

1. Reactiv 1 contine: tampon PIPES 90 mmol/l, pH 6; fenol 26mmol/l;
colesterol oxidaza 200 U/I; colesterol esteraza 300 U/I; peroxidaza 1250 U/I; 4-amino-
antipirina 0,4 mmol/I.

2. Reactiv 4 = solutie standard de colesterol, contine colesterol 200 mg/100 ml
(5,17 mmol/l).

3. Material biologic: ser sau plasma (sange recoltat pe heparina).

Mod de lucru
Se pipeteaza conform tabelului urmator:

Reactivi, pl Proba Standard | Martor
Reactiv 1 500 500 500
Ser sau plasma 300 - -
Standard colesterol - 300 -
Apa distilata - - 300

Se agita, se incubeaza 5 minute la 37°C sau 10 minute la temperatura camerei.
Se masoara absorbtiile de radiatie Ep si Es fata de martor, la 546 nm, in decurs de 60
minute.

Calcul
mg colesterol /100 ml = Epobs/Estandara X cOncentratia standard

Liniaritatea extinctie-concentratie se respecta pana la un continut de 800 mg
colesterol total/100 ml (21 mmol/l).

Valori normale:
140 - 200 mg colesterol / 100 ml ser (<5,68 mmol/l).

Semnificatie clinica

Valori crescute: hiperlipoproteinemie tip lla, Ilb, Ill, V, diabet zaharat, sindrom
nefrotic, alcoolism, hipotiroidism, sarcina, dieta bogata in grasimi si colesterol,
obezitate.

Valori scazute: ciroza hepatica, hipertiroidism, malnutritie, inanitie, boli acute.

2. Determinarea colesterolului in fractiunea HDL
Principiu
In prima etapa fractiunile LDL, VLDL si chilomicronii sunt eliminate si

transformate in componente nereactive printr-o reactie specificd. In a doua etapa,
reactiile sunt cele de la determinarea enzimatica a colesterolului.

Reactivi (kit Analyticon)

1. Reactiv 1 contine: tampon Good, pH 7,00 - 100 mM; colesterol oxidaza > 0,8
KU/I; colesterol esteraza > 1,0 KU/I; catalaza > 500 KU/I; HDCBS - 0,5 mmol/I.

2. Reactiv 2 contine: Peroxidaza - 30 KU/I; Aminoantipirina - 4 mmol/I.
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3. Reactiv 4 = solutie standard HDL colesterol: contine HDL colesterol 54,2
mg/dl (1,40 mmol/l).

4. Material biologic: ser sau plasma (sange recoltat pe heparina). EDTA determina
scaderea rezultatului.

Mod de lucru
Se pipeteaza conform tabelului urmator:

Reactivi, pl Proba | Standard | Martor
Reactiv R1 300 300 300
Ser sau plasma 300 - -
Standard colesterol - 300 -
Apa distilata - - 300
Se amesteca bine si se incubeaza 5 minute la 37°C. Se adauga:
Reactiv R2 | 100 | 100 | 100

Se incubeaza la 37°C. Se citeste absorbtia initiala la 600 nm dupa exact 30
secunde (E1). Dupa exact 5 minute se citeste absorbtia E; pentru proba si standard. Se
calculeaza: AE = E; — E4.

Calcul
mg HDL colesterol / 100 ml = AEprobs/AEstandara X cOncentratia standard

Valori normale
Barbati: 35 - 55 mg HDL colesterol/100 ml ser (0,91 - 1,43 mmol/l)
Femei: 45 -65 mg HDL colesterol/100 ml ser (1,17 - 1,69 mmol/l).

Risc aterogen Barbati Femei
Fara risc > 55 mg/100 ml > 65 mg/100 ml
Risc moderat | 35-55 mg/100 ml | 45 - 65 mg/100 ml
Risc crescut < 35 mg/100 ml <45 mg/100 ml
Se mai poate aprecia riscul aterogen si prin calcularea raportului Cy/Cyp..

raportul C1/CupL = 3,5 - 5 - normal
C+1/ChpL < 3,5 - risc aterogen scazut
C+1/CupL > 5 -risc aterogen crescut.

3. Determinarea colesterolului din fractiunea LDL

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

Calcul formula Friedewald:

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

unde valoarea trigliceride/5 reprezinta valoarea VLDL-colesterolului seric.



Formula nu se aplica in cazul trigliceridelor > 400mg/dl, cadnd se recomanda
determinarea LDL-colesterolului prin metode enzimatice sau dozarea apoproteinelor A
si B pentru aprecierea riscului de boli cardiovasculare.

Valori normale
Valorile folosite ca si criteriu de tratament:
e <130 mg colesterol LDL/100 ml (<3,38 mmol/l): nu necesita tratament;
e 130 - 190 mg colesterol LDL/100 ml (3,38-4,92 mmol/l): risc aterogen mediu;

e > 190 mg colesterol LDL/100 ml (>4,92 mmol/l): risc aterogen crescut,
necesita tratament.



