Medicina Dentara

Anul |

Grupele 1-10

As.univ.Dr. Buzatu Alina Ramona
buzatu.ramona@umft.ro

Pentru materialul de laborator, corespondenta se m@@izeaza cu titularul de
laborator, la adresa de corespondenta de mai sus.

Laboratorul 5

METABOLISMUL LIPIDIC.
DETERMINAREA ACIZILOR GRA SI SI A TRIGLICERIDELOR IN SANGE.
IDENTIFICAREA CORPILOR CETONICIIN URIN A,

I. Acizi grasi. Trigliceride. Lipoproteine plasmatice

Aportul zilnic de lipide este de 100-150 de grantia,care 90-95% trigliceride, iar restul
de colesterol, fosfolipidg vitamine liposolubile. Cavitatea budal stomacul secrétlipaze. Ele
hidrolizeaz triacilglicerolii la diacilglicerolisi acizi grai cu lart scurtsi mediu. Acati acizi cu
lant scurt, relativ hidrofili, sunt absotbi prin peretele stomacului ajungand in sange.
Diacilglicerolii si acizii grai cu lart lung trec in duoden, unde vor fi hidrolizae lipaze Tn
intestin. Tn duoden, digestia este rezultatulumii combinate a lipazei pancreatice, @usilor
biliare si a pH-ului alcalin Tn intestin. Acilglicerolii feneaz micelii cu sirurile biliare care au
gruparile -OH orientate spre exteriar lead lipaza pancreatic Actiunea lipazei va fi spofit
prin prezerma colipazei pancreatice, prot&inare realizedzasocierea dintre lipazi miceliul
lipidic. Se realizeay, In acest mod, atat dispersiagbigilor lipidice, catsi contactul lipid-lipaz.
Actiunea de dispersie a ptarilor lipidice este accelerade grurile acizilor grai formate din
hidroliza lizolecitinei olinute prin hidroliza parala a lecitinelor.

In timpul digestiei, lipaza pancreatibidrolizeaz in mod specific legjurile esterice in
poztiile 1 si 3, rezult astfel dod molecule de acizi gsasi 2-monoaciligicerol. Aproximativ
75% din trigliceridele digerate sunt transformsit@absorbite sub forthde 2-monoacilgliceroli,
in timp ce restul de 25%, denitial se transforrd in 2-monoacilgliceroli, se izomerizeala 1-
monoacilglicerol care, sub taenea lipazei, este hidrolizat in glicegplacid gras.

In acest fel, digestia trigliceridelor produce 2+macilglicerol, acizi grd si glicerol.

Acizii grasi liberi sunt transporta prin ataarea la albumine serice prin #gri non-
covalente. Trigliceridele, fosfolipidelgi colesterolul formeaz agregate cu proteine, numite
lipoproteine plasmatice.

Lipoproteinele plasmatice asigut transportul diferitelor clase de lipide intre angke
principale implicate Tn metabolismul lipidelgrrestultesuturilor.

Acizii grasi sunt constituegh ai tuturor categoriilor de lipide. Sunt, de aseew
moleculele organice cu cel mai mare patdrenergetic, ceea ce expliatilizarea trigliceridelor
ca forni de stocare a energiei fiesutul adipos. Oxidarea tatad 1 mol acid palmitic elibereaz
2338 kcal, in timp ce oxidarea a 1 mol de glacelibereaz 686 kcal atunci cand se oxidéaz
total.



Catabolismul acizilor gga apare n toatetesuturile, cu exce creierului si a
eritrocitelor (esuturile dependente de glugpz Catabolismul are loc intra-mitocondrial in
vecinitatea lafului respirator, ceea ce facilitegaztransferul de hidrogen, rezultat din
dehidrogenarea acizilor giadirect in laul respirator.

Acizii grasi, mobilizai din tesutul adipos (sunt nuthiacizi grai liberi, nefiind
esterificai si elibergi de triacilgliceroli sub atunea lipazei) sunt transpotitau albumine serice
catre tesuturile consumatoare (guhi, ficat). Legarea la albumine este foarte it
deoarece acizii gsaliberi sunt tensioactigi produc efecte nocive pentru organism.

Nivelul plasmatic al acizilor gsaliberi este sgzut, 12 - 16 mg / 100 mliar viteza de
eliminare a acestora din plasmste foarte mare. in fiecare minut, aproximativeime din acizii
grasi din sange sunt preltiade tesuturi. Principalii consumatori de acizi graunt mychii si
miocardul.

S-a stabilit & aprox. o treime din acizii ggasunt prelug de muchi si o alta treime de
ficat. In ficat, 0 mare parte din acizii graunt transformg in triacilgliceroli, iar atunci cand
fluxul de acizi grai este foarte mare, corpii cetonici sunt sintatiZz&esinteza triacilglicerolilor
in ficat, cu utilizarea acizilor ggamobilizati din depozite, repreziatprincipalul mecanism prin
care organismul impiedicresterea excesivde acizi gra in plasni si de asemenea cetogeneza.
Trigliceridele resintetizate in ficat sunt incluselipoproteinele cu densitate foarte n{%/LDL,
prebeta-lipoproteiney secretate in plasinfiind retrimise laesuturile extra-hepatice.

Pentru a determina concentsade acizi gré liberi in plasni, exist diferite metode:
volumetrici, cromatografig si spectrofotometris.

Variatii fiziologice

Concentrga de acizi grg liberi in ser este mai mare la copiii In perioadia pre-
pubertate, crge Tn ultimul semestru de sargigi revine la valoarea normialimediat dup
nastere. Frigul, nicotina, alcoolul,®tle de stresi foamea cresc concentiaacizilor grai liberi
in sange.

Variatii patologice

Valorile crescute se régesc in: diabet zaharat, hipertiroidism, feocrotoncj obezitate,
boala Refsum, glicogengz

Triacilglicerolii  (TAG) sunt esteri ai glicerolului cu acizii gra Metabolizarea
trigliceridelor are loc mai ales n intestin,t&suturile hepaticgi adipoase. In intestin, TAG sunt
incorporate in chilomicroni urmand calea limfatié apoi sunt trecute in fluxul sanguin. Tn
tesuturi, lipoprotein lipaza doneaz asupra lor. Enzima LPL @cneaz in tesutul adipos,
muschiul scheletic, miocard, #anani, rinichi, aor, dar nusi Tn ficatsi creier. Sub atunea LPL,
90% din trigliceridele din chylomicroni sunt hidizdte. Dug pranz, la un titru mare de TAG in
sange, acestea sunt utilizate tdsutul adipos. In stare de foame, TAG-urile sumosite de
miocardsi muschii scheletici.

Determinarea trigliceridelor prin metoda enzimatica

Triacilglicerolii nu dau o rea® specifia@ de recunogiere, de aceea nici determinarea lor
nu se poate face ca atare, ci fie folosind o gad@ect de determinare, prin calcul, fie o cale
directi in care se determirinss numai o parte componena moleculei, prin intermediukoeia
se calculeazapoi cantitatea de compus.



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

Metodele folosite actual au la WBazleterminarea glicerolului din triacilgliceroli,
determinare care poate avea ladb@hnici chimice sau enzimatice.

Tehnicile enzimatice folosite actual au la Hazsecveti de reagi enzimatice redate in
continuare, in fiecare sitfla existand o enziincaracteristig¢ metodei respective

Triacilglicerolii sunt hidroliza enzimatic la gliceroki acizi grai liberi de atre lipaze
specifice. Glicerolul reamneaz apoi conform regalor:

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

GPO
L-a—glicerol-3-fosfat + O o —— dihidroxiacetonfosfat + HpO2

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

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

Reactivi

1. Reactiv 1: Tampon PIPES: ¢ore acid piperazin-N,N'-bis-(2—etansulfonic) - 50m
pH = 7,2; p—clorofenol — 2mM

2. Reactiv 2: cotne lipoproteinlipaza — 150000 U/l; glicerol kinaza 800 Ul/I;
glicerolfosfat oxidaza — 4000 U/l; peroxidaza — 440 4—aminoantipirina — 0,7 mmol/l;
ATP — 0,3 mmol/l. Amestec reactiv: se dizblgontinutul flaconului Reactiv 2 intr-un
volum corespunitor de Reactiv 1.

3. Soluie standard triacilgliceroli — ceime glicerol, echivalent la 200 mg/dL (2,28
mmol/l) triacilgliceroli.

4. Material biologic: ser sau plagr{sange recoltat pe hepaijn

Mod de lucru
Se pipeteazin trei eprubete conform tabelului:
Reactivi, pl Proba Standard Martor
Amestec reactiv 500 500 500
Soluie standard (200 mg/dL) - 300 -
Ser 300 - -
Apa distilati - - 300

Se agil, se incubeaz5 minute la 37°C. Se #moa# absorlgile de lumiri Ep si Es la
lungimea de unilde 546 nm, f@ de martor, in interval de 60 de minute.

Calcul mg triacligliceroli / 100ml = E-/Es X conecentrgia standard



Liniaritatea se respecpentru concenttade pari la 800 mg triacilglicerol/100 ml ser.
Pentru concentti mai mari serul se diluedzorespunitor cu ser fiziologic.

Valori normale: Tn practica medicéltriacligliceroli sunt cunoscuti sub denumirea de
trigliceride serice (TG):

Femei: 40 - 140 mg/100 ml ser (0,45 — 1,58 mmpl/I

Barbati: 60 - 165 mg/100 ml ser (0,67 — 1,86 mmol/l).

Semnificatie clinica

Triacilglicerolii serici cresc n: hiperlipoprotenii primare, cu exceéj tipului lla,
infarct miocardic, diabet zaharat, obezitate, hipatie, boli hepatice, icter obstructiv, sindrom
nefrotic, sarcia, tratament cu cortizol, tratament cu estrogeni.

Triacilglicerolii serici scad in: anemii severegplibconsumptive, marasm, inais,
hipertiroidism, arsuri, enteropatie exudativ

II. Corpii cetonici

Cetogeneza este un proces de transformare metalobecetil-CoA Tn corpi cetonici.
Acetil-CoA poate proveni in organism din: acizi graprin beta oxidare, glucaz prin
catabolism aeroli din aminoacizi. Este utilizatin sinteza de acizi gyiasi triacilgliceroli, Tn
sinteza de colestergi in cetogenexz Corpii cetonici sunt compuce se formeazcu preddere
n cursul catabolismului lipidic, procesul fiind $tr&dnd legiatura cu metabolismul glucidic.

Corpii cetonici sunt reprezentale acidul acetoacetic, acidishidroxibutiric, acetoa.

Cetogeneza se dagbaia in exclusivitate in ficat, in mitocondriile hepeitolui, produsul
primar fiind acidul acetoacetic.

Acetoacetatul reprezinpentru ficat un metabolit inert, ce nu poate fatalizat, pentru
ca ficatul nu dispune de echipamentul enzimatic necastivirii acetoacetatului (succinil-CoA-
acetoacetat-CoA transferaza).

Tesuturile extrahepaticaegutul muscular scheletic, miocardtgsutul renaki tesutul
nervos) pot utiliza energogen acetoacetatu-hidroxibutiratul. Corpii cetonici sunt substrat
energogen utilizat in eforturile prelungite, foamseugii cand glucoza este gafti in favoarea
tesuturilor strict dependente de ea.

Acetona este un compus caracteristic cetogenezeliogicesi este o substain volatila,
ce se elimia prin piimani, motiv pentru care aerul expirat de bolnavdbétici are un miros
caracteristic.

In condiii normale, produgia de corpi cetonici este &uti, concentrga sanguig fiind
de 1 mg/100 ml. Eliminarea uririaeste minim (10 mg/24 ore), astfel incéat re@cpentru corpii
cetonici este negativ

Cand exist un deficit de insulidd sau aportul de glucazste sgzut, produga de corpi
cetonici crete.

In cazul aportului szut de glucoz (inankie), craterea produgei de corpi cetonici
reprezind o adaptare metabaodiccorpii cetonici reprezentand o siide energie utilizétpentru
a suplini glucoza. In aceste cofiiiglucoza este oxidatnumai de celulele strict dependente de
ea, restultesuturilor utilizdnd substraturi energetice altéikea (corpi cetonici, acizi ggd).
Glucagonul, catecolaminefg glucocorticoizii sunt principalii hormoni ce catoneaz reagiile
de mobilizare ale rezervelor energetice gémutul adipos indeplige rolul cheie in furnizarea de



substraturi energetice. Mecanismul hiperpragucle corpi cetonici presupune o intéhipoliza

n tesutul adipos, cu eliberare crescde acizi grai. Acizii grasi elibergi sunt apoi utiliza de
tesuturi (cu exceafa creierului si a hematiilor) ca material de satisfacere a né&gédsr
energetice. In ficat, In aceste cafigse sintetizeaz cantifiti crescute de corpi cetonici, care vor
constitui alternativa energelipentru toateesuturile, inclusiv pentru creier.

Diabetul zaharat, stare patologiaracterizat prin deficit relativ sau absolut de insuljn
se caracterize&zrin prevalema lipolizei intesutul adiposi cresterea concenttei acizilor grai
liberi n sange. in ficat, aceasta deterimiimtr-o primii etag, sinteza sporit de triacilgliceroli
endogeni (hipertriacilglicerolemie endogetriacilglicerolii fiind inclusi in VLDL si retrimisi Tn
circulaie), iar apoi hiperprodui@ de corpi cetonici (cetonemie-ceidzi infiltratie gras.

Cetoza este starea patolagaaracterizat prin sinteza hepaticcrescul de acetoacetat,
sintez ce depseste capacitategesuturilor extrahepatice de a utiliza corpii cetogi care are
drept urmare ciggerea cetonemiai apariia cetonuriei. Pentruaceliminarea corpilor cetonici se
face sub forra de druri, ei consurai rezerva alcaliima organismulugi apare acidoza.

Evidentierea corpilor cetonici Tn urina

Se utilizeaz metoda Legal-Imbert - corpii cetonici (acidul axzeteticsi acetona; acidul
beta-hidroxibutiric nu reaimneaz) din urim dau cu nitroprusiatuli amoniacul un amestec de
culoare violei.

Reactivi
1. Urim proasgita de dimineé.
2. Reactiv Legal-Imbert: 5 g nitroprusiat de soglib0 ml acid acetic glacial se dizalgi se
completeaz la 100 ml cu apdistilati.
3. Solgie amoniac 25%.

Mod de lucru

intr-o eprubet de hemoliz se introduc 2 ml urinfiltratd. Se adaug5-6 picituri reactiv
Legal-Imbertsi se omogenizeaz Pe peretele interior al eprubetei se prelingpie@turi amoniac
concentrat astfel incat se formeze un strat la supnafairinei. Se laseprubeta in stativ 15
minute.

Aparitia unui inel violet la interfg dintre cele 2 lichide indigorezenta corpilor cetonici.



