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Laboratorul 6

METABOLISMUL LIPIDIC.
LIPOPROTEINELE PLASMATICE. DETERMINAREA COLESTEROLU  LUI TOTAL
SI A COLESTEROLULUI HDL IN SANGE.

I. Lipoproteinele plasmatice

Lipoproteinele plasmatice asigutransportul diferitelor clase de lipide intre mipalele
organe implicate in metabolismul lipidelgrrestultesuturilor. Din punct de vedere structural, o
lipoproteiri are un miez lipidic format din triacilgliceradi colesterol esterificat, inconjurat de
un monostrat de fosfolipidesi colesterol liber, care au grinde polare orientateatre mediul
apos exterior. In Invalisunt componentele proteice numite apolipoproteine.

Apoproteinele indeplinesc mai multe roluri ca sdlaérea, transportul fraglor lipidice,
markeri pentru receptorii celulari specifici, cai@t enzimatici.

Fragiile lipoproteice sunt:

Chilomicronii sunt formai din lipidele exogene in enterocite, iar ftiaclor principak
este de a transporta triacilglicerolii exogeni tesutul adipossi muschi si colesterolul si
fosfolipidele exogene la ficat.

VLDL sunt formate in ficat, iar rolul principal al VLD&ste de a transporta trigliceridele
endogeneitre tesuturi.

LDL se formeaz in ficat din VLDL rezidual (IDL). Rolul principahl LDL este de a
transporta colesterolul de la ficattésuturile endogene.

HDL sunt formate in ficadi intestin. Rolul HDL este de a prelua excesul desterol
din diferitetesuturisi de al transporta la ficat pentru eliminare, tfan®area in acizi biliari sau
recircularea acestuia.

Metodele de separare a lipoproteinelor plasmatice:

A. Metode fizico-chimice

1. Ultracentrifugarea-se bazeazpe difererele de densitate ale framilor lipoproteice
n raport cu cofinutul acestora in lipidgi proteine. In cAmpuri gravi@nale puternice (aprox.
100000g) in raport cu densitatea mediului, lipogiratle vor sedimenta (da@u densitti mai
mari decat mediul) sau vor flota (daeau densiti mai mici). Prin aceastmetodi, intr-un
tampon cu densitatea de 1,063 gi¢densitate ce corespunde unei lipoproteine ctimonegal
de lipidesi proteine) au fost separate 4 fiiaai:
- chilomicronii d< 0,96 g/cr;
- VLDL (Very Low Density Lipoproteins) d = 0,96-1,0@gcnT;



- LDL (Low Density Lipoproteins) d = 1,006-1,063 g/tm
- HDL (High Density Lipoproteins) d = 1,063-1,21 g&m

2. Electroforeza-lipoproteinele plasmatice migreaim camp electric deoarece proteinele
si fosfolipidele poart sarcini electrice. Separarea se efectuémzin pH de 8,6 iar fraicnile se
vizualizeaz cu coloragi specifici. Fragunile separate prin electrofoiez constituie
electroforegrama lipoproteinelor serice.

- chilomicronii-practic nu migredizdin cauza cafmutului mic de proteingi fosfolipide;

- B-lipoproteine-corespund LDL;

- pref3-lipoproteine-corespund VLDL;

- a-lipoproteine-corespund HDL-migreazel mai mult deoarece au gowtul cel mai ridicat
de proteinsai fosfolipide.

In serul normal, recoltat dap8-10 ore de post alimentar, nu apar chilomicroiai,
VLDL (pre-p) apare doar in urme.

Separarea lipoproteinelor ca effitmorfofungionale a permis ielegerea dinamicii
lipidelor din sange, genegamodul lor de utilizare.

Cum urndrirea strici a unui component lipidic din sange nuidformaii satisticatoare
in privinta semnificgei unor eventuale modifici functionale prin separarea lipoproteinekor
determinarea componentului lipidic in ftamea separaf se olgin informaii cu valoare mai
ridicat.

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

II. Colesterolul

Colesterolul, GH45-OH, este o molecallipidica de o importatd deosebit in corpul
uman. Este o componénesemialai a membranelor celulare, a lipoproteinelor plasoeati
precursorul hormonilor steranici, acizilor biliagi a vitaminei . Corpul uman caime
aproximativ 140 de grame de colesterol, majoritatdaforni libera (neesterificat), localizat in
membranele celulare, in special fesutul nervos. Forma esterifigate gsete in cortexul
suprarenaki in lipoproteinele plasmatice. Colesterolul pravidin alimente (aproximativ ¥3)
din sinteza endogén(in ficat si intestin). Din colesterolul sintetizat in ficafajoritatea este
exportat sub trei forme: colesterolul biliar, acidiliari si colesterolul care circal n
lipoproteine. Colesterolul din dieprovine din alimente bogate in colesterol, precam:ficat,
creier; colesterolul alimentar zilnic total careirgge in intestin este de aproximativ 1 gram.
Colesterolul din diet mai ales ca for# esterificai, este hidrolizat de colesterol esteraza
pancreatig&, apoi trece in enterocit, unde, subtiaeea enzimei acil-CoA colesterol aclil
transferaza (ACAT) este din nou esterificat incorporat in chilomicroni. Dup hidroliza
trigliceridelor din endoteliu, chilomicronii rezidli, bogai in colesterol, sunt captade ficat. in
ficat, o parte din colesterol, lidesi esterificas, este inclus in VLDL care transfer lipidele
hepatice la restuesuturilor. Dup transferul trigliceridelor, VLDL rezidual revina ficatsi este
incarcat cu colesterol, transformandu-se in draeea LDL, care este principalul distribuitor al
colesterolului laesuturi. Excesul de colesterol desuturi este colectat returnat la ficat de un
alt tip de lipoproteia, HDL.

Caile de transformare ale colesterolului:

1. in tegumente colesterel colecalciferol (vitamina B)
2. in suprarenale colestersl hormoni corticosteroizi



3. in glandele sexuale colesterel hormoni sexuali
4. n ficat colesterob acizi biliari primari
5. in ficatsi intestin colesterol lipoproteine plasmatice

In organismul uman nucleul steranic nu poate firdeat. Astfel, colesterolul este
eliminat din organism:
» pe cale biliai:
0 colesterol biliar- intestin — reducere la coprostanol/ colestanolfecale
0 Acizi biliari nereabsorhi - fecale
» Descuamarea celulelor epiteliale intestinaldecale
* Secre¢ia sebacee
« Eliminarea urinat a metabotilor hormonilor steranicsi ai vitaminelor D

Colesterolul este prezent in toaésuturile animale, Tn general sub farhe esteri cu
diversi acizi grai.
Determinarea colesterolului total este recomanplantru:
*  monitorizarea factorilor de risc pentru boala c@marg;
e screening-ul dislipidemiilor primare secundare;
*  monitorizarea tratamentului dislipidemiilor.

II.1. Determinarea colesterolului total prin metodaenzimatici

Colesterolulsi esterii lui sunt elibeta din lipoproteinele de transport prin tratare cu
ageni tensioactivi. Colesterol esteraza hidrolizeazsterii, iar colesterol oxidaza oxidéaz
colesterolul cu formare de @amxigenal. Aceasta oxideazfenolul si 4-aminoantipirina, n
prezema peroxidazei, la un compus colorat chinoniminic.

colesterolesteraza

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

colesterol + O, Cc’Ies‘terc’lc’)('(j""z"":Aélcolesten-s-oné + H,0,

peroxidaza
—_—

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

Reactivi

1. Reactiv 1 cogine: tampon PIPES 90 mmol/l, pH 6; fenol 26mmaldlesterol oxidax
200 U/l; colesterol esteraB800 U/I; peroxidaz 1250 U/l; 4-amino-antipirid 0,4 mmol/l.

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

3. Material biologic: ser sau plasin(sange recoltat pe hepaijn

Mod de lucru
Se pipeteazconform tabelului urrtor:
Reactivi, pl Proba | Standard Martor
Reactiv 1 500 500 500

Ser sau plasin 300 - -




Standard colesterol - 300 -

Apa distilati - - 300
Se agil, se incubeaz 5 minute la 37°C sau 10 minute la temperatura cam&e

masoat absorhiile de radigie Es si Es fata de martor, la 546 nm, Tn decurs de 60 minute.

Calcul
mg colesterol /100 ml = Bopa/Estandard X CONCeNtraia standard

Liniaritatea extinge-concentrge se respeétpari la un coginut de 800 mg colesterol
total/100 ml (21 mmol/l).

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

Semnificatie clinica
Valori crescute: hiperlipoproteinemie tip lla, llb, Ill, V, diabetaharat, sindrom
nefrotic, alcoolism, hipotiroidism, sarcindieta bogat in gisimisi colesterol, obezitate.
Valori scazute: ciroza hepatid, hipertiroidism, malnuttie, inantie, boli acute.

li.2. Determinarea colesterolului in fragiunea HDL

In prima etap fragiunile LDL, VLDL si chilomicronii sunt eliminatgi transformate n
componente nereactive printr-o rgacspecifiéi. In a doua etap reagile sunt cele de la
determinarea enzimafi@ colesterolului.

Reactivi (kit Analyticon)

1. Reactiv 1 cofine: tampon Good, pH 7,00 - 100 mM; colesterol axid> 0,8 KU/I,
colesterol esteraz> 1,0 KU/I; catalaz > 500 KU/I; HDCBS - 0,5 mmol/I.

2. Reactiv 2 cofine: Peroxidaz - 30 KU/I; Aminoantipirira - 4 mmol/l.

3. Reactiv 4 = solutie standard HDL colesterol:toenHDL colesterol 54,2 mg/dl (1,40
mmol/).

4. Material biologic: ser sau plagn{sange recoltat pe hepatjn EDTA determia
scaderea rezultatului.

Mod de lucru
Se pipeteazconform tabelului urritor:
Reactivi, pl Proba Standard | Martor
Reactiv R1 300 300 300
Ser sau plasin 300 - -
Standard colesterol - 300 -
Apa distilata - - 300
e amestex bine si se incubead 5 minute la 37°C. Se adaug
Reactiv R2 | 100 | 100 | 100

Se incubeazla 37°C. Se citge absorba initiala la 600 nm dup exact 30 secunde {E
Dupa exact 5 minute se cifie absorba E, pentru prob si standard. Se calculeazAE = E, —
E;.



Calcul
mg HDL colesterol / 100 ml =AEoba/AEstandard X CONCeNtraia standard

Valori normale
Barbati: 35 - 55 mg HDL colesterol/100 ml ser (0,91 - 134nmol/l)
Femei: 45 - 65 mg HDL colesterol/100 ml ser (1,27,69 mmol/l).

Risc aterogen Birbati Femei
Fara risc > 55 mg/100 ml > 65 mg/100 ml
Risc moderat 35 - 55 mg/100 m| 45 - 65 mg/100 ml
Risc crescut <35mg/100 ml | <45 mg/100 ml

Se mai poate apreciscul aterogensi prin calculareaaportului C +/Cypy .
raportulC+/Cyp. = 3,5 - 5 - normal

Gr/CupL < 3,5 - risc aterogen stzut

Gi/ChypL >5 - risc aterogen crescut

II. 3. Determinarea colesterolului din fragiunea LDL

LDL-colesterolul poate fi determinat direct prin to@e enzimaticegi indirect prin calcul,
cu ajutorul formulei lui Friedewald, utilizand valea serig¢ a colesterolului total, a HDL-
colesteroluluki a trigliceridelor.

Calcul formula Friedewald:
LDL-colesterol = colesterol total — (HDL-colestert) — ( trigliceride/5)

unde valoarea trigliceride/5 reprezinaloared/LDL-colesterolului seric.

Formula nu se aplicin cazul trigliceridelor > 400mg/dl, cand se reemwh determinarea
LDL-colesterolului prin metode enzimatice sau deasapoproteinelor Ai B pentru aprecierea
riscului de boli cardiovasculare.

Valori normale

Valorile folosite casi criteriu de tratament:

< 130 mg colesterol LDL/100 ml (<3,38 mmol/l): nu ecesik tratament;

130 - 190 mg colesterol LDL/100 ml (3,38-4,92 mmbli/risc aterogen mediu;

> 190 mg colesterol LDL/100 ml (>4,92 mmol/l): risaterogen crescut, necesit
tratament.



