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Laboratorul 7
METABOLISMUL PROTEINELOR.
DETERMINAREA HEMOGLOBINEI SI BILIRUBINEI.

1. Determinarea hemoglobinei

Hemoglobina este o heteroproteif, are 0 structurcuaternat cu patru subunitati,
doua de tip a si doua de tip B, iar fiecare subunitate este constituit din cate o
component proteica numita GLOBINA si cate un grup prostetic HEM. Hemul este
partea prostetica hemoglobinelor, in raport molar 1:1 cu parteaeca - globina. Hemul
este un derivat al nucleului porfirinic, protoporfirina Ill (9) legat i de un atom de F&",

In stadiul adult HbA este de doutipuri, (HbA; (02B2) - 9798%
HbA; (0202) - 2-3%. HbA devine importainta 4 luni dug nastere.

Hemoglobina este localizat Tn hematii si are rolul de transport al gazelor
respiratorii (oxigenului si dioxidului de carbon) si de sistem tampon intraeritrocitar.

Partea experimentala

Metodele de determinare a hemoglobinei pot fi gieipatfel:

* Metode spectrometrice de absieb bazate pe #surarea diredt a
oxihemoglobinei sau a hemoglobinei reduse, sau @depin prealabil a fost
convertit intr-un derivat colorat stabil ca: hematinhidrocloria,
hemoglobir, carboxihemoglobinetc.

 Metode gazometrice prin saturarea hemoglobineircgar (oxigen, oxid de
carbon)si evaluarea canttii de hemoglobia din cantitatea de gaz fixat

* Metode bazate pe determinarea fierului hemoglobld@moglobina come o
cantitate definik de fier (0,338%), lucru care permite un calcul atxal
cantititii de hemoglobia.

Determinarea hemoglobinei ca cianmethemoglobin

Hemoglobina este transformidan cianmethemoglobinprin tratare cu fericianarde
potasiusi cianui de potasiu, iar absarh de lumird a solgiei de cianmethemoglohinse
masoat la 540 nm.

Reactivi

1. Reactiv Drabkin: 50 mg ciariude potasiu, 1 g bicarbonat de sogil200 mg
fericianuti de potasiu se dizaivin ap distilai si se aduce volumul la 1000 ml cuaap
distilata.

2. Material biologic: sénge recoltat pe anticoagukeEDTA

Mod de lucru
Se pipeteaxin eprubete conform tabelului:



Reactivi, ml Proba Martor

Reactiv 5,00 5,00
Drabkin (ml)

Sange () 20 -

Apa distilat - 20

Se lad in repaus la temperatura camerei 20 de minuté cae se risoa# absorljia
de radigie la 540 m fga de martor.

Continutul in hemoglobia se calculeazpe baza coeficientului molar de abgalie
= 11110°% si a masei moleculare a hemoglobinei (16144).

grame hemoglobird/100 ml = Eyopa X 36,8

Valori normale
Barbati: 14 — 18 g hemoglobi#/100 ml sange
Femei: 12 - 16 g hemoglobi&'100 ml sange

Semnificatia clinica

Valorile hemoglobinei scad in anemii, LES, boal Crohn, insuficieta renai
cronicd, glomerulonefrii cronici, hemoglobinuria paroxistic nocturrd, hiperhidratare,
infiltratia si supresia raduvei osoase.

Valorile hemoglobinei cresc in:deshidratare, poliglobulie, policitemia vera, AVC,
tumori cerebrale, encefalit

2. Determinarea bilirubinei

Bilirubina provine din catabolismul hemului din hemoproteine, care are loc in
splina, ganglionii limfatici, maduva osoad si ficat.

Bilirubina difuzeaz in plasni. Fiind insolubik, este atgati de albumina seric Acest
tip de bilirubirh se numete bilirubin a prehepatici, insolubilid, neconjugat sau indirect.

La nivel hepatic, complexul bilirublirabumiri este capturati bilirubina este legat
de ligandira. In ficat, bilirubina este esterificatu acid glucuronic, rezultand diglucuronid-
bilirubina (numi& bilirubin & posthepatici, solubild, conjugata sau direct). La nivelul
ileonului terminal, bilirubina conjugateste deconjugatsi bilirubina libeia este redusla
urobilinogen. Acesta este reoxidat in compcolorai, numiti urobilind si stercobilira,
pigmenii bruni ai fecalelor. O parte din urobilinogeneseabsorbit, ajunge in ficat unde este
retransformat n bilirubisi excretat in bd. Conversia nu este compgieb parte (1%) este
eliminat in urira. Bilirubina neconjugat fiind puternic atgati de albumif sau lipide, nu
poate fi eliminat in urima, spre deosebire de cea conjdgedre poate fi eliminat conferind
urinei o culoare galben-brun-inteéngcand este eliminatin cantifiti mari). Bilirubina
neconjugat are o afinitate ridicatpentru membranele lipidice, blocand fuibe membranei
celulare, in special la nivelul sistemului nervos.

Cresterea bilirubinei neconjugate este cel mai frecvietdlniti la nou-rascui. Este
cunoscut sub numele de icter fiziologic. Acest tip de icipare in primele zile de lagtere
si este cauzat de cterea produgei de bilirubira datorigd unui sistem de metabolizare
imatur.

Absena sau activitatea &zuti a glucuronil transferazei in defectul congenital
Crigler-Najjar duce la hiperbilirubinemie neconjtiga

Boala hepatobiliara are drept conseciniperbilirubinemie neconjugasi conjugad.
Obstrugia ailor biliare duce la crgerea concentteei serice a bilirubinei conjugate,

2



fosfatazei alcaline, acizilor biliari, colesteralulsi glutamil transferazei. Astfel, calculii
biliari, colestaza cauzatle medicamentg steroizi, hepatita alcoolicsi hepatita viral acut
determira colestaza intrahepatfigi cresterea bilirubinei serice conjugate.

Bilirubinele au solubilitate diferitin a@ si abilitati diferite de a regona chimic.
Bilirubina seri@ da reagii lente si rapide; reagile lente pot deveni rapide in prezarunor
acceleratori atliggi la amestecul de rege. Fractia de bilirubin a care reagioneazi direct
si rapid, Tn absenta unui accelerator, este cunosctt sub denumirea de bilirubina
directa, iar cea care necesit un "accelerator" pentru ca reactia sa devina rapidi, este
cunoscut sub denumirea de bilirubina "indirect a". Acceleratorul solubilizeazbilirubina
neconjugat si creste disponibilitatea ei de a integama. Bilirubina direct este bilirubina
conjugai usor solubik iar fragia indireck o reprezint bilirubina neconjugat Cand
bilirubina reagoneaz n prezem unui accelerator, bilirubina determimatste bilirubina
totak. Prin determinarea bilirubinei totale si a celei directe se poate calcula bilirubina
neconjugat (indirecta) prin diferenta.

Bilirubina totah - bilirubina conjugat = bilirubina neconjugat

In marea lor majoritatenetodele de determinare a fragunilor bilirubinei au la
bazi reactia bilirubinei cu saruri de diazoniu. Bilirubina conjugat a este hidrosolubih si
reactioneazi direct cu acidul sulfanilic diazotat. De aceea seumeste curent bilirubin a
directa.

Bilirubina neconjugatia nu reagioneazi direct cu reactivul diazo (bilirubina
indirectd). Readia este posibii numai dupa adausul de acceleratori (alcooli, cafe
uree etc.), care permit dezvoltarea culorii pe seamnambelor componente (direct si
indirecta) reprezentand de fapt bilirubina totala.

Hemoliza conduce la valori fals&te, iar serurile lipemice dau valori fals crescut
din cauza efectului de turbiditatBilirubina este distrusa de lumina si caldur a, aspecte de
care trebuiginut seama atunci cand se fac dete#min

Partea experimentala

Determinarea bilirubinei serice cu metoda Jendras&+Grof

Bilirubina formeaz cu acidul sulfanilic diazotat un colorant azoiciaui absorlje de
lumina este propaionak cu coninutul in bilirubina. Bilirubina conjugat reagioneaz direct
cu acidul sulfanilic diazotat (bilirubina dirég¢f iar bilirubina total se determiiain prezera
unui accelerator de cafaiftbenzoat. Bilirubina indiredt (neconjugat) se determii prin
calcul din diferers.

Reactivi ( Fluitest BIL T/D, Analyticon)

Bilirubin a totala si directa:

1. R1: Acid sulfanilic 29 mmoli/l; HCI 0,17 moli/l

2. R2: Azotit de sodiu 25 mmoli/l

3. R3: Cafeia 0,26 moli/l; Benzoat de sodiu 0,52 moli/l
4. Tartrat 0,93 moli/l; NaOH 1,9 moli/l

5. NaCl 0,9% (ser fiziologic)

6. Material biologic: ser nehemolizat, nelipemic

Interferente

- Hemoliza conduce la valori fals &ute din cauz cd in multe determiiiri creste
absorbata probei martor.

- Serurile lipemice dau valori fals crescute dinzaefectului de turbiditate.



- Bilirubina este distrusde lumira si caldura, aspecte de care trebuiaut seama
atunci cand se fac determiin

Mod de lucru
Bilirubina direct a

Reactivi (ul) Proba Martor
R1 200 200
R2 50 -
NaCl 0,9 % 2000 2000
Ser 200 200

Se lag exact5 minute la temperatura camerei. S&saak absorbata probei fgi de

martor la 540 nm.

mg bilirubin a directa/dL = Ap x 13,7

Bilirubina total a

Reactivi (ul) Proba Martor

R1 200 200

R2 50 -

R3 1000 1000

Ser 200 200

Se incubeaza 30 minute la temperatura camerei.

R4 | 1000 | 1000

Se incubeaza 5 minute la temperatura camerei

Se misoan absorbata probei fga de martor la 578 nm.

mg bilirubin a totala/dL = Ap x 10,8
unde Ap — absorbaa probei
10,8 — factor calculat pe baza coeficiantnholar de absoxte al colorantului
azoic
Bilirubin a indirecta = Bilirubin a totala — Bilirubin a directa

Valori normale

Bilirubin a directa: < 0,2 mg/d|
Bilirubin i totala: < 1,0 mg/dl
Bilirubina indirect a: < 0,8 mg/dl

Semnificatie clinica

Bilirubina direct a creste n:

- cauze hepatocelulare: hepatitiroz, leziuni toxice, infegi severe, insuficiefd
cardiaé@ dreapi

- cauze colestatice: ficat gras, abces hepatioptiunepatice, sarci icter obstructiv

- cauze medicamentoase: indometacina, metildopacielina, fenotiazine, estrogeni,
steroizi anabolizan citostatice, tuberculostatice (icterul devineilil cand bilirubina
totak > 2mg%).

Bilirubina indirect a creste in:
- cauze hemolitice: anemie hemoliticresorlia hematoamelor, infarct pulmonar,
hemoragie intestinal policitemia vera, hiperbilirubinemia dant



- cauze hepatocelulare: hepatitiroz, leziuni toxice, infegi severe, insuficiefd

cardia@ dreapi, icter juvenil intermitent, hipertiroidiegunt portocav, rifampicii

steroizi

- cauze colestatice: ficat gras, abces hepaticotunepatice, sarciy icter obstructiv
(dar mult mai pgin decat bilirubina dired).



