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Laboratorul 9
METABOLISMUL PROTEIC.
DETERMINAREA UREEI SERICE S| URINARE.
DETERMINAREA CREATININEI DIN SER Sl URINA.

1. Determinarea ureei

Prin dezaminarea aminoacizilgr catabolizarea acizilor nucleici rezulamoniac.
Amoniacul este o subst@meurotoxid, astfel @ are o concenttee foarte mié in sénge ca
atare, pentruzcircula in sange sub forirde glutamiéi. Glutamina este captadle:

- rinichi, unde este hidrolizata acid glutamicsi amoniac, acesta formand ioni de
amoniu (amoniogené&y care sunt excreiaurinar.

- ficat, unde amoniacul este transformat in uré@e gmocesul de ureogenez

Ureogenezareprezini procesul de transformare a amoniacului Thuree, cu
semnificaie in eliminarea acestuia din organiddreea este o substa#i cu toxicitate mult
redusa si foarte difuzibil a, care se elimid usor in urina. De aceea, ureogeneza trebuie
socotifi drept un proces deansformare, de eliminare aamoniacului. Ea reprezirit una
din activititile cele mai importante de sintedesfsurate in organism, zilnic realizandu-se
0,3-0,6 moli uree, ceea ce corespunde la aproxir@@ti35 grame de substan

Ureogeneza se désbarm n cadrul unukir de cinci reafii cuplate. Ureogeneza este
un proces parfial ciclic, deoarece unul dintre praglucelei de-a cincea reg@i; ornitina, este
reactant in cea de-a doua nm#ac Procesul are ca localizare spedificelula hepatit,
desfisurandu-se paial in mitocondrii, Tn sp@l matricial (primele do# reagii), apoi in
citoplasnad (urmatoarele trei reag) - datorita prezenei aici a tuturor enzimelor ce intervin in
sintez. Ureea rezultat difuzeaz in plasni, fiind transportat sanguin la rinichi, calea
principak de eliminare. Cantiti mici de uree se eliminsi prin intermediul glandelor
sudoriparesi pe cale intestinél ceea ce se poate exacerba in gommitologice.

Aplicatie practica

Determinarea ureei prin metoda enzimati@- testul optic

Dupa indefartarea prin precipitare a proteinelor din sangesupernatantaman o
serie de substam neproteice, cu c@nut de azot (azotul neproteic sau restant). Aceste
substage sunt: ureea (15-50 mg%), acidul uric (2-8 mg%gatnina (0,7-1,2 mg%),
creatina, aminoacizi, colina, polipeptide, nucldetiamoniacul, glutationul, histamina, etc.
Dintre acestea, importén clinica deosebit prezint determinarea ureei, creatiningi a
acidului uric.

Principiu

Ureea este hidrolizatin prezem ureazei la amoniag CO,. Amoniacul rezultat
reagioneaz cu 2-oxoglutaratui NADH in prezema glutamat dehidrogenazei (GLDH), cu
formare de glutamati NAD™. Readia se urnireste prin misurarea absotiei de radigie la
340 nm (se monitorizeaastfel transformarea NADH, 'Hn NAD"). Sciderea absoflei de



radigie datorai sciderii concentrgei de NADH pe unitatea de timp este pramorak cu
concentrga ureei.

uree + H,0O + 2H"

= 2 NH,* + CO,

2 NH,* + 2-oxoglutarat + 2 NADH + H- H,O + 2 NAD'+ glutamat

Reactivi

1. Reactivul 1 (tampon): c@ne Tris, 80 mmoli/l, pH 8,0; 2-oxoglutarat 5 mnibli

2. Reactivul 2 (enzimatic): cg@ne ureaz >100U/ml; GLDH 6000 U/l; NADH 0,32

mmoli/l.

3. Reactivul 4 (standard ): uree 50 mg/I (8,325 tifiho

4. Reactiv de lucru: se prepaaciugand 1 flacon de reactiv 2 intr-un flacon cu

reactivul 1 (soltia tampon), dup care se agitusor timp de 30 minute. Safia de

lucru este stakiltimp de 14 zile la o temperatiude 2-8°C, sau 3 zile la 20-25°C.

Probe biologice: ser, plasr (recoltati pe anticoagulant-heparina; nu se utilizeaz
anticoagulaf ce conin fluorura - inhiba activitatea ureazei, sau ioni de amoniu - intéréer
dozarea)urin a - se dilueaZ cu ap bidistila@, Tn raport de 1:50.

Mod de lucru
In dow eprubete se pipeteazonform tabelului:

Reactivi, ul Standard Proba ser Proba urim
Reactiv de lucru 1000 1000 1000
Standard 100 - -
Proba ser - 100 -
Proba urig (diluat

1/50) - ] 100

Se execut pe rand analiza standardukiia probelor, metoda fiind cineic Dupa
amestecul reactélor pentru standard se cite, in dinamid, absorlia de radige a acestuia
la 340 nm (in cuve cu grosimea de strat de 1 cm), la timpsil @ 1 minutsi 30 sec. Se
prepad probele (serul, respectiv uringl)se citgte absorba de radide la 340 nm in aceja
mod ca pentru standard.

Etal onarea spectrofotometrului se face faga de cuva goala.

Calcul
ureei in sermg / 100 ml =A Ep/A Es x 50

unde: AEp = varigia absorkiei de radigie a probei;
AEs = varigia absorliei de radige astandardului;
50 mg/dl = concentia standardului.

Concentratia ureei in urina (grame uree/urina de 24 ore):

diureza(l) % 50

unde:

S

AEp
— x 50(mg/dl) x
AE (mg/d)

100(
AEp = varigia absorkiei de radigie a probei;

= guree/urinade24ore

AEs = varigia absorliei de radige astandardului;



50 mg/dl = concentia standardului.

Valori normale
Ser: 15 - 45 mg/ 100ml (2,5 - 7,51 mmol/l)
Urina pe 24 ore: 20 - 36 g (330 - 600 mmol).

Variatii fiziologice in sange

Valoarea ureei sanguine este deperidelat aportul proteic alimentar, volumul de
urind excretal si de starea funmnali a rinichiului. Variaia ureei sanguine in futie de
aportul proteic este ilustiain tabelul de mai jos:

Aport proteic Valori normale
g/kg mas corporala / zi mg uree/100 ml ser
0,5 13-25
1,5 24 — 52
2,5 31-59

Variatii patologice in sange

Valori crescute se intalnesc irinsuficienta renala acuta si cronica (numai daci si
creatinina este crescut in sange, ureea urinaii este sdézutia), anurii extrarenale:
insuficienta cardiad, boli infeaioase acute, hemoragii gastro-intestinale, endefatiiabet
zaharat, boala Addison, deshidrafprin varsaturi si diaree masi¥ (azotemie prin lips de
sare), etc.

Valori scazute se intalnesc in: stadiul final al insuficienhepatice decompensate
(coma hepatit)

Variatii fiziologice Tn urina

Ureea urinat variaz mult in fungie de regimul alimentar astfel incat, latolat,
valoarea esteifa semnificaie clinica. Ea crgte in regim bogat in proteirge scade in regim
vegetarian, astfel incat eliminarea urihate uree este de 20-35 g/zi pentru un regim
alimentar normasi de numai 10 g/zi pentru un regim alimentar ligt proteine. Raportat
la valoarea ureei sanguiela diureza, determinarea ureei in ufirservate in special la
stabilirea coeficietilor de eliminare.

Variatii patologice in urina

Valori crescute se intalnesc in hipercatabolism protidic.

Valori scazute se intalnesc in insuficieam renad acuti si cronici, precumsi in
insuficierta hepatié@ decompensat

2. Determinarea creatininei

Creatinina provine din transformarea prin deshidratare a creainei (este
anhidrida creatinei).

Sinteza creatinei Tncepe in rinicghiicontina Tn ficat. Din ficat este transporiape
cale sanguin spre muschii creier. In mygchi creatina se aflsub formi de creatin fosfat
(compus macroergic) care reprezint rezerva energeti@ a muschiului. Creatin fosfatul
din muschi este deshidratatsi defosforilat la creatinina, care este eliminai pe cale
renala si care reprezinta o forma de eliminare a azotului din organism

Creatinina se elimih prin urina si de aceeadeterminarea creatininei sericesi
urinare are o importanta deosebifi Tn practica medicak pentru investigarea fundgiei
renale. Pentru & este produd in totalitate Tn muschi, cantitatea de creatiriiriormat este



propotionak cu masa muscul@arnefiind afectat de ati factori fiziologici. Din acest motiv
se consider creatinina ca fiind metabolitul cu concentrgia cea mai stabili. Acest lucru
permite utilizarea ei cenarker al filtr arii glomerulare.

Aplicatie practica

Determinarea creatininei cu metoda Jaffe (variantaPopper-Mandel-Mayer)

Creatinina din proba biologicreagioneaz, in mediu alcalin, cu acidul picric
formand un complex de picrat de creatinide culoare r@i-portocaliu, cu maxim de
absorlyie la 520 nm, direct propfonal cu cantitatea de creatiaidin prok.

Este 0o metoidl foarte simpd dar are dezavantajul interfencu numeroase substan
acid ascorbic, piruvat, acetona, acidul acetoacegicicoz, acidul uric, proteinele,
antibioticele, levuloza.

Aceste substaa, numite cromogeni necreatininici, pot conducednul prezetei lor
in ser la interferae de peste 20%. Agie cromogeni necreatininici nu influgaz
determinarea creatininei in ufin

in timp au fost elaborate variante ale tegicJaffé ce urdiresc eliminarea acestor
interfereni (variantele cinetice-viteza de re@c a creatininei este mai mare decat a
cromogenilor).

Aceasta variait utilizeaz acidul picric atat ca deproteinizant cétca reactiv de
culoare.

Reactivi

1. soluie acid picric 1,2%.

2. soluie de hidroxid de sodiu 10%.

3. soluie standard de creatiriir2 mg/100 ml in HCI 0,1N.

4. Proba de ser, plagnisange recoltat pe anticoagulant-hepgrin
5. Proba de urih urina diluat 1/100 cu ser fiziologic!

Mod de lucru

in 4 eprubete se pipeteagonform tabelului:

Reactivi, ml Pser Purina Standard | Martor
Ser 0,2 - - -
Urina - 0,2 -
Standard - - 0,20 -
Apa distilata - - - 0,20
Acid picric 0,6 0,6 0,6 0,6
NaOH 0,1 0,1 0,1 0,1

Se agid, se lad in repaus 20 minutg se nmisoat absorlile Pse; Puring si Standard
fata de martor la 530 nm.

A Calcul
In ser: mg creatin@100 ml ser = Epser/Estd x 2
In urina: mg creatiniéi/ 24 ore = (Ruind EStd X 2) X volum urinar (mL) pe 24 ore

Valori normale:

Ser: Femei: < 0,9 mg/dl (< 8@umol/l)

Barbati: < 1,1 mg/dl (< 97umol/l)

Urina: 0,6 - 1,8 g/24 ore (5,3 - 16 mmol/24 ore).



Valori patologice

Creatininemia creste In nefropatii acute si cronice, boli consumptive grave, boli
ce afectead musculatura (miastenia gravis, distrofia muscula# progresivi).

Pentru & creatininemia depinde numai de masa musgylade eliminarea sa rerial
prin filtrare glomerulat, determinarea creatininei in sgrurina si calcularea clearance-ului
creatininei endogene reprezimhetode de apreciere a fiet renale.

Clearence-ul de creatinira exprima volumul de plasma filtrat de rinichi intr-un
minut.

Calculul clearance-ului creatininei endogene
Clearance creatininiml/min) = (U x V)/(P x 1440)

Unde: U = concentta creatininei in urina (in mg/100 mL);
V = volumul de urid pe 24 ore (in mL);

P = concentnga creatininei in ser (mg/100mL);

1440 = nurdrul de minute din 24 de ore.

Valori normale
95 - 150 ml/min.

Valori patologice
Clearance-ul creatininei scade, in nefropatile ade si cronice, inainte de
cresterea creatininei serice.



