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METABOLISMUL LIPIDIC

DETERMINAREA ACIZILOR GRASI LIBERI iN SER

Introducere

Acizii grasi mobilizati din rezervele f{esutului adipos (AGL)(sub actiunea
triacilglicerol lipazei hormonodependente) sunt transportati de albuminele serice
catre tesuturile consumatoare (muschi, ficat). Legarea pe albumine are o deosebita
importantd deoarece acizii grasi liberi nefixati pe albumine sunt tensioactivi si
produc o agregare a placutelor sangvine cu efecte nocive pentru organism.

Nivelul plasmatic al acizilor grasi liberi este scazut, 12 — 16 mg/100 ml, iar
viteza de epurare este foarte mare. In fiecare minut circa o treime din acizii grasi
liberi circulanti parasesc sangele, fiind preluati de tesuturi. Se explica astfel cum in
foame, sangele poate transporta, sub forma de acizi grasi liberi, o cantitate de
aproximativ 500 grame de grasime in 24 de ore, din tesutul adipos catre tesuturile
consumatoare. in calitate de consumatori de acizi grasi liberi functioneaza in
principal tesutul muscular si miocardul.

S-a stabilit ca aproximativ o treime din acizii grasi liberi ajung la muschi si o
alta treime la ficat. In ficat, o buna parte din acizii grasi sunt transformati in
triacilgliceroli, iar atunci cand afluxul de acizi grasi liberi este mult crescut se ajunge
la sinteza de corpi cetonici. Resinteza de triacilgliceroli in ficat pe seama acizilor
grasi mobilizati din depozite reprezinta principalul mecanism prin care organismul
previne cresterea excesiva de acizi grasi liberi in plasma ca si cetogeneza.
Triacilglicerolii resintetizati in ficat sunt inglobati in lipoproteine cu densitate foarte
mica (VLDL, prebetalipoproteine), si secretate in plasma fiind retrimise catre
tesuturile extrahepatice.

Pentru determinarea concentratiilor de acizi grasi liberi din ser exista metode
volumetrice, cromatografice, radiochimice si spectrofotometrice.

Partea experimentala

Metoda 1
Principiu
Acizii grasi liberi extrasi din ser selectiv cu cloroform formeaza cu ionii cuprici
saruri de cupru solubile in cloroform si insolubile in apa. lonii de cupru din aceste
saruri in prezenta dietilditiocarbamatului de sodiu conduc la un compus colorat in
galben a carui absorbtie de lumina, masurata la 440 nm, creste direct proportional cu
nivelul seric al acizilor grasi.
Reactivi
1. Cloroform p.a.
2. Solutie tampon fosfat cu pH = 6,20 (10,3 grame NaHPOQO4-2H,0 se dizolva in
aproximativ 70 ml apa, se aduce la pH = 6,20 cu ajutorul unei solutii de



hidroxid de sodiu 5 N, volumul urmand sa se completeze cu apa pana la 100
mililitri). Solutia se pastreaza la +4°C.

3. Reactivul cupric.

Este format din doua solutii a si b care se amesteca inainte de folosire in
proportie de 1 : 1, in cantitatea dorita.
a. solutie molara de trietanolamina
b. Cu(NO3)2-3H,O — 6,45 grame azotat cupric se dizolva in apa si se
completeaza la un volum final de 100 mililitri. Daca ramane un rezidiu
se filtreaza prin hartie de filtru cantitativa.

4. Dietilditiocarbamat de sodiu — 0,10 grame dietilditiocarbamat de sodiu se
dizolva in 100 mililitri n-butanol, dublu distilat si se pastreaza in frigider
maximum o saptamana.

5. Solutie etalon de acid stearic 0,05 M — 1,4200 grame de acid stearic se
dizolva intr-un balon cotat de 100 mililitri in cloroform. Pentru curba de
etalonare se face o dilutie 1/100 in cloroform. Cantitatea de acid stearic este
de 142 miligramel/litru. Se pastreaza in frigider in sticla bruna.

Stabilirea curbei de etalonare
Este necesar sa se faca la fiecare serie de determinari. Ea se realizeaza in
sase eprubete de centrifuga uscate in care se masoara conform tabelului de mai jos:

. Eprubeta
Reactiv 1 2 3 4 5 M
Solutie etalon 142 mg/I ml 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 -
in proba mg 568 | 11,36 | 17,04 | 22,72 | 28,40 -
Cloroform ml 4,80 4,60 4,40 4,20 4,00 | 5,00
Solutie tampon pH = 6,20 ml 200 200] 200| 200| 200| 2,00

Se agita doua minute prin vortijare. Se centrifugheaza 10 minute la 3000 rpm, se
indeparteaza stratul superior apos prin absorbtie la o trompa de apa. Peste
amestecul ramas in eprubete se pipeteaza:

Reactiv cupric m | 250 | 2,50 | 2,50 | 250 | 250 | 2,50

Se agita doua minute prin vortijare, se centrifugheaza 10 minute la 3000 rpm, se
absoarbe stratul apos, se filtreaza continutul eprubetele pe o hartie cantitativa pentru
a indeparta urmele de apa. Din filtrat se pipeteaza in alte eprubete de format 160/16.

Filtrat ml | 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Dietiltiocarbamat de sodiu ml | 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50

Se agita. Imediat va apare o culoare galbena care dupa 20 de minute se stabilizeaza
si se poate masura absorbtia ei de lumina fata de proba martor, la 440 nm. Culoarea
este stabila timp de 24 de ore.

Din rezultatele obtinute se calculeaza factorul de panta care serveste la
stabilirea concentratiilor in acizi grasi liberi pentru probele de analizat.

Stabilirea concentratiei acizilor grasi liberi din ser

Intr-o eprubeta de centrifuga se pipeteaza 5,00 mililitri de cloroform, 2,00
mililitri solutie tampon, 0,50 mililitri ser nehemolizat. Amestecul se agita doua minute,
se centrifugheaza 10 minute la 3000 rpm, stratul apos se indeparteaza prin aspirare
cu ajutorul unei trompe de vid. Peste extractul cloroformic se pipeteaza 2,50 mililitri
reactiv cupric, se agita doua minute, se centrifugheaza 10 minute la 3000 rpm, se
indeparteaza stratul apos prin aspirare cu trompa de vid. Se filtreaza si apoi se
pipeteaza intr-o eprubeta 2,00 mililitri filtrat, 0,50 mililitri dietilditiocarbamat de sodiu,




se agita. Imediat apare o culoare galbena a carei absorbtie de lumina se poate
masura dupa 20 de minute, la 440 nm. Masuratoarea se face fata de martor care
constituie o proba tratata identic, care in loc de ser, contine 0,50 mililitri apa.

Calcul
mg AGL/100 ml ser=Ep x F
(Ep = extinctia probei, F = factorul de panta)
Valori normale (cu aceasta metoda)
0,25 — 0,75 mvali/litru
6,4 — 19,2 mg/100 ml ser

Metoda 2

Principiu

Acizii grasi liberi din ser extrasi selectiv, formeaza cu ionii de cobalt saruri
solubile in amestecul de extractie. lonii de cobalt din aceste saruri in prezenta o -
nitrozo - B - naftolului conduc la un compus colorat a carui absorbtie de lumina
masurata la 500 nm creste direct proportional cu continutul in acizi grasi liberi ai
probelor de analizat.

Reactivi

Amestec Dole: 40 ml alcool izopropilic + 10 ml n-heptan + 1 ml H,SO4 1N

n-heptan

Amestec cloroform— heptan (5 :1)

Reactiv cobaltic

- Solutia A: 6 grame azotat de cobalt, Co(NO3), - 6 H,O + 0,80 ml acid
acetic glacial se aduc la un volum de 100 ml cu o solutie saturata de sulfat
de potasiu (K2SO4). (Solutia saturata de sulfat de potasiu se obtine la
fierbere si apoi se pastreaza la 37°C in prezenta unor cristale Tn exces)

- Solutia B: este o solutie saturata de sulfat de sodiu (Na;SO4) obtinuta la
fierbere si pastrata in prezenta de exces de cristale la 37°C.

- Prepararea reactivului cobaltic: 1,35 ml trietanolamina se aduce la 10 ml
cu solutie A. Se adauga apoi 7 ml solutie B si se agita. Reactivul astfel
obtinut nu este stabil si trebuie preparat proaspat pentru fiecare serie de
determinari.

5. Reactiv pentru cobalt: solutie de a - nitrozo - B - naftol 0,40% in alcool 96%.
Inainte de utilizare se dilueaza o parte din aceasta solutie cu 11,5 parti alcool
96%.

6. Acid palmitic p.a.

Mod de lucru
0,20 ml ser se agitéa 10 secunde cu 1,00 ml amestec Dole intr-o eprubeta de

10 ml cu dop rodat. Se adauga 1,20 ml heptan si 2,00 ml apa distilata, agitandu-se

din nou timp de 3 minute. Dupa separarea spontana a celor doua faze se iau 1,20 ml

din faza superioara heptanica si se trec in alta eprubeta de 10 ml cu dop rodat. Se

adauga 1,80 ml cloroform-heptan si 2,00 ml reactiv cobaltic proaspat preparat. Se
agita bine timp de 5 minute si apoi amestecul se centrifugheaza timp de 15 minute la

2500 rpm. In eprubete de format 120/12 se ia apoi 1,00 ml din stratul superior si se

amesteca cu 1,50 ml solutie de o - nitrozo - B - naftol. Culoarea portocalie care se

dezvolta este stabila timp de cateva ore. Se masoara absorbtia de lumina a probelor
fatd de martor (martorul se obtine respectand protocolul descris cu o singura
exceptie prin care in loc de 0,20 ml ser se folosesc 0,20 ml apa distilata) la 500 nm.

A\



Prepararea standardului

Se dizolva 12,8 mg acid palmitic p.a. (M = 256) in 25 ml hexan si se obtine o
solutie cu concentratia 2 uEg/ml. Apoi se amesteca un volum din aceasta solutie cu 3
volume hexan si se ajunge la o concentratie de 0,5 pEg/ml. Se iau din aceasta
solutie volumele de 0,10 ml, 0,20 ml si 0,40 ml si se introduc in 3 eprubete unde se
evapora la sec. Se adauga cate 0,20 ml ser fiziologic in fiecare eprubeta astfel incat
concentratia de acizi grasi liberi in cele trei probe standard ajunge la 0,25 yEg/ml,
0,50 uEg/ml respectiv 1,00 uEg/ml. Apoi se procedeaza ca si in cazul probelor de ser
de analizat. Valorile AGL se stabilesc din curba obtinutd cu ajutorul dilutiilor din
solutia standard si se exprima in pEg/ml sau mEqg/I.

Valorile normale (determinate cu aceasta metoda)

0,40 — 0,60 mEq/litru

14 — 16 mg/100 ml ser

Variatii fiziologice

Continutul de acizi grasi liberi din ser este mai mare la copii in perioada
prepubertara, creste la femei in ultimul trimestru al sarcinii si revine la normal imediat
dupa nastere.

Frigul, nicotina, alcoolul, starile de stres si foamea cresc concentratia
sanguina de acizi grasi liberi.

Variatii patologice

Valori crescute se intélnesc in:

- diabet zaharat

- hipertiroidie

- feocromocitom

- oObezitate

- boala Refsum

- glicogenoze

DETERMINAREA TRIACILGLICEROLILOR SERICI

Introducere

Triacilglicerolii, numiti si grasimi neutre nu dau o reactie specifica de
recunoastere, de aceea nici determinarea lor nu se poate face ca atare, ci fie folosind
o cale indirecta de determinare, prin calcul, fie o cale directa in care se determina
insa numai o parte componenta a moleculei prin intermediul careia se calculeaza
apoi cantitatea de compus.

Determinarea triacilglicerolilor serici sau plasmatici se foloseste pentru
evaluarea si diagnosticul diferential al hiperlipidemiilor primare sau secundare si
pentru evaluarea factorilor de risc ai pancreatitei acute.

Metodele folosite actual au la baza determinarea glicerolului din triacilgliceroli,
determinare care poate avea la baza tehnici chimice sau enzimatice.

Tehnicile enzimatice folosite actual au la baza o secventd de reactii
enzimatice redate in continuare, in fiecare situatie existdnd o enzima caracteristica
metodei respective. Pentru tehnica care foloseste piruvatkinaza, cu masurare finala
in ultraviolet, secventa de reactii este:



lipaza . .- .
glicerol + acizi grasi

\J

1) triacilgliceroli

_ glicerolkinaza ,
2) glicerol + ATP » glicerol-3-fosfat + ADP

-
3) ADP + fosfoenolpiruvat—e o aiN828 - ATP 4 piruvat

+ lactatdehidrogenaza

-

4) piruvat +NADH + H > lactat + NAD*

Scaderea absorbtijei de radiatie la 340 nm este direct proportionala cu nivelul

triacilglicerolului seric.
Tehnicile care folosesc glicerolfosfatoxidaza au la baza urmatoarea secventa

de reacitii:
Se realizeaza primele doua reactii ca in tehnica de mai sus, apoi urmeaza:

glicerol-3-P-oxidaza _ 4ipigroxiacetonfosfat + H,0,

(5) glicerol-3-fosfat + O,

peroxidaza H,O, + compus colorat (rosu)

(6) H,0, + compus incolor
Intensitatea culorii este direct proportionala cu nivelul triacilglicerolemiei.
Metodele in care enzima caracteristica este glicerolfosfat dehidrogenaza

(GPD) au urmatoarea secventa de reactii:
Primele doua reactii sunt identice cu reactiile 1 si 2, apoi urmeaza:

glicerol-3-fosfat

7) glicerol-3-fosfat + NAD" ~48N1dr098NAZa_ yihigroxiacetonfosfat + NADH"

Oxidoreductaza

8) NADH + H" + 2-p-iodfenil- — NADH _ NAD "+ 2-p-iodfenil- (rosu)
-3-nitrofeniltetrazoliu -3-nitrofeniltetrazoliu
(oxidat) (redus)

Productia de compus colorat este direct proportionala cu nivelul triacilglicerolemiei.

Partea experimentala
Determinarea triacilglicerolilor in ser prin metoda enzimatica

Principiu
Triacilglicerolii sunt hidrolizati enzimatic la glicerol si acizi grasi liberi de catre
lipaze specifice. Glicerolul reactioneaza apoi conform reactiilor:
GK
glicerol + ATP ——>» L-a—glicerol-3-fosfat + ADP

GPO
L-o—glicerol-3-fosfat + O o — dihidroxiacetonfosfat + HoO2

POD
H202 + 2-clorfenol + 4-aminoantipirina— 4-(0-benzochinon-monoimino)-fenazona + 2H 20 + HCI

unde:
GK - glicerolkinaza; GPO - glicerolfosfatoxidaza; POD — peroxidaza



Reactivi
1. Tampon PIPES [acid piperazin—N,N'-bis—(2—etansulfonic)], 0,1 M, pH =7,5
2. Amestec reactiv (acetat Mg — 12,8 mM; 4—aminoantipirina — 1mM; ATP — 2
mM; 2 — clorofenol — 2mM; peroxidaza — 1 U/ml; glicerolkinaza — 0,2 U/ml;
glicerolfosfat — oxidaza — 1,5 U/ml; lipaza — 10 U/ml; polietilenglicol—
monoetileter — 2 g/I.
3. Solutie standard triacilgliceroli — 200 mg%;
4. Material biologic:ser sau plasma (sange recoltat pe EDTA sau heparina);
Serul si solutia standard trebuie diluate 1/10.
Mod de lucru
Se pipeteaza in trei eprubete de format potrivit, notate P(proba) sl S(standard)
si M (martor) conform tabelului:

Reactivi ( pl) P S M
Ser 100 - -
Solutie standard — 100 -
Apa distilata - - 100
Amestec reactiv 1000 1000 1000

Se agita, se incubeaza 5 minute la 37 C. Se méasoara absorbtiile de lumina Ep
si Es la lungimea de unda de 546 nm, fata de martor pe o durata de 60 de minute.

Calcul

mg% triacligliceroli = EP/ES x 200
Liniaritatea se respecta pentru concentratji de pana la 800 mg

triacilglicerol/100 ml ser. Pentru concentratii mai mari serul se dilueaza
corespunzator cu ser fiziologic.

Valori normale:

femei 40 — 140 mg/100 ml ser

barbati 60 — 165 mg/100 ml ser

Semnificatie clinica

Triacilglicerolii_serici cresc in: hiperlipoproteinenii primare cu exceptia tipului
lla, infarct miocardic, diabet zaharat, obezitate, hipotiroidie, boli hepatice, icter
obstructiv, sindrom nefrotic, sarcina, tratament cu cortizol, tratament cu estrogeni.

Triacilglicerolii_serici_scad in : anemii severe, boli consumptive, marasm,
inanitie, hipertiroidism,arsuri, enteropatie exudativa.

Cetogeneza

Introducere

Cetogeneza este un proces de transformare metabolica a acetil-CoA in corpi
cetonici.

Acetil-CoA poate proveni in organism din: acizi grasi, prin beta oxidare,
glucoza, prin catabolism aerob si din aminoacizi. Este utilizata in sinteza de acizi
grasi si triacilgliceroli, in sinteza de colesterol si in cetogeneza. Corpii cetonici sunt
compusi ce se formeaza cu precadere in cursul catabolismului lipidic, procesul fiind
in stransa legatura cu metabolismul glucidic.

Corpii cetonici sunt reprezentati de :



e Acidul acetoacetic
e Acidul beta hidroxibutiric
e Acetona

Cetogeneza se desfasoara in exclusivitate in ficat, in mitocondriile
hepatocitului, produsul primar fiind acidul acetoacetic.

Acetoacetatul reprezinta pentru ficat un metabolit inert ce nu poate fi
catabolizat pentru ca ficatul nu dispune de echipamentul enzimatic necesar activarii
acetoacetatului (succinil-CoA-acetoacetat-CoA transferaza).

Tesuturile extrahepatice (tesutul muscular scheletic, miocard, tesutul renal si
tesutul nervos) pot utiliza energogen acetoacetatul si betahidroxibutiratul. Corpii
cetonici sunt substrat energogen utilizat in eforturile prelungite, foame, situatii cand
glucoza este crutata in favoarea tesuturilor strict dependente de ea.

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

Tn conditii normale, productia de corpi cetonici este scézutd, concentratia
sanguina fiind de 1 mg/100 ml. Eliminarea urinara este minima (10 mg/24 ore), astfel
incat reactia pentru corpii cetonici este negativa.

Cand exista un deficit de insulina sau aportul de glucoza este scazut productia
de corpi cetonici creste.

In cazul aportului scdzut de glucoza (inanitie), cresterea productiei de corpi
cetonici reprezintd o adaptare metabolica, corpii cetonici reprezentand o sursa de
energie utilizatd pentru a suplini glucoza. In aceste conditii glucoza este oxidata
numai de celulele strict dependente de ea, restul tesuturilor utilizand substraturi
energetice alternative (corpi cetonici, acizi grasi). Glucagonul, catecolaminele si
glucocorticoizii sunt principalii hormoni ce coordoneaza reactiile de mobilizare ale
rezervelor energetice iar t{esutul adipos indeplineste rolul cheie in furnizarea de
substraturi energetice.

Mecanismul hiperproductiei de corpi cetonici presupune o intensa lipoliza in
tesutul adipos, cu eliberare crescuta de acizi grasi. 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 sintetizeaz& cantitati crescute
de corpi cetonici care vor constitui alternativa energetica pentru toate tesuturile,
inclusiv pentru creier.

Diabetul zaharat, stare patologica caracterizata prin deficit relativ sau absolut
de insulina, se caracterizeaza prin prevalenta lipolizei in {esutul adipos si cresterea
acizilor grasi liberi in sange. in ficat, aceasta determina intr-o prima etapa, sinteza
sporita de triacilgliceroli endogeni (hipertriacilglicerolemie endogena, triacilglicerolii
fiind inclusi in VLDL si retrimisi in circulatie) iar apoi hiperproductie de corpi cetonici
(cetonemie-cetoza) si infiltratie grasa.

Cetoza este starea patologica caracterizata prin sinteza hepatica crescuta de
acetoacetat, sinteza ce depaseste capacitatea {esuturilor extrahepatice de a utiliza
corpii cetonici si care are drept urmare cresterea cetonemiei si aparitia cetonuriei.
Pentru ca eliminarea corpilor cetonici se face sub forma de saruri, ei consuma
rezerva alcalina a organismului si apare acidoza.



Partea experimentala
Evidentierea corpilor cetonici in urina

Principiu
Se utilizeaza metoda Legal-Imbert (de evidentiere a acidului acetilacetic si
acetonei). Corpii cetonici din urina dau cu nitroprusiatul si amoniacul un amestec de
culoare violeta.
Reactivi si materiale:
1. Urina proaspata de dimineata
2. Reactiv Legal-Imbert: nitroprusiat de sodiu + acid acetic glacial
3. Solutie amoniac 25%
Mod de lucru
Intr-o eprubetd de hemoliza se introduc 2 ml urina filtrata. Se adauga 5-6
picaturi reactiv Legal-Imbert si se omogenizeaza. 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 indica prezenta corpilor
cetonici.



