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            Fiziopatologie Generală – 4. Metabolismul și Mecanismele Bolilor Metabolice 61 LUCRARE PRACTICĂ 5 METABOLISMUL ȘI MECANISMELE BOLILOR METABOLICE - II Investigarea tulburărilor metabolismului protidic - determinarea Proteinemiei totale; - determinarea Albuminelor plasmatice; - determinarea concentrației Globulinelor; - determinarea stărilor de Disproteinemie; - determinarea stărilor de Paraproteinemie. Test de verificare a cunoștințelor – 5 întrebări grilă cu 5 variante de răspuns. Investigarea tulburărilor metabolismului protidic Proteinele constituie o clasă complexă de constituenţi organici de provenienţă exo- sau endogenă, prezenţi atât în mediul celular, cât şi în cel interstiţial şi plasmatic, având atât rol structural (realizarea structurilor celulare şi tisulare), cât şi importante roluri funcţionale (ex: hormoni, enzime), contribuind astfel la realizarea homeostaziei. Biosinteza proteinelor se realizează la nivel ribozomal, printr-un proces de transcripție (cu ajutorul ARN-ul mesager) şi se continuă prin procesul de translaţie, pe parcursul căruia aminoacizii (AA) sunt asamblaţi în catene polipeptidice conform informaţiei codificate în ADN. În urma acestui proces rezultă diverse tipuri de proteine, care sunt utilizate de celule ca suport pentru citoscheletul celular (proteinele structurale) sau sunt eliberate în mediul plasmatic unde realizează diverse funcţii (proteinele funcționale). Funcțiile principale pe care le realizează cele doupă categorii de proteine sunt: - determină presiunea coloid-osmotică sau oncotică a plasmei; - intervin în homeostazia tensiunii arteriale prin proprietăţile hidrofile, respectiv prin factorii de reglare a tensiunii sanguine cu structură proteică; - au rol important în transportul unor ioni esenţiali ( ex: Cl, Ca, Cu, Zn etc.), a unor hormoni liposolubili, a pigmenţilor biliari (ex: albumina cuplată cu bilirubina indirectă) sau a unor medicamente (ex: antibiotice, sulfamide etc.); - participă la apărarea specifică şi nespecifică a organismului; - au rol în procesul de hemostază, prin factorii plasmatici ai coagulării; - menţin balanţa azotată în limite optime; - participă la echilibrul acido-bazic sanguin, prin sistemul tampon proteină acidă – proteină bazică din sângele circulant. 
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 LUCRARE PRACTICĂ 5
 METABOLISMUL ȘI MECANISMELE BOLILOR METABOLICE - II
 Investigarea tulburărilor metabolismului protidic
 - determinarea Proteinemiei totale;
 - determinarea Albuminelor plasmatice;
 - determinarea concentrației Globulinelor;
 - determinarea stărilor de Disproteinemie;
 - determinarea stărilor de Paraproteinemie.
 Test de verificare a cunoștințelor – 5 întrebări grilă cu 5 variante de răspuns.
 Investigarea tulburărilor metabolismului protidic
 Proteinele constituie o clasă complexă de constituenţi organici de provenienţă exo- sau endogenă, prezenţi atât în mediul celular, cât şi în cel interstiţial şi plasmatic, având atât rol structural (realizarea structurilor celulare şi tisulare), cât şi importante roluri funcţionale (ex: hormoni, enzime), contribuind astfel la realizarea homeostaziei.
 Biosinteza proteinelor se realizează la nivel ribozomal, printr-un proces de transcripție (cu ajutorul ARN-ul mesager) şi se continuă prin procesul de translaţie, pe parcursul căruia aminoacizii (AA) sunt asamblaţi în catene polipeptidice conform informaţiei codificate în ADN. În urma acestui proces rezultă diverse tipuri de proteine, care sunt utilizate de celule ca suport pentru citoscheletul celular (proteinele structurale) sau sunt eliberate în mediul plasmatic unde realizează diverse funcţii (proteinele funcționale).
 Funcțiile principale pe care le realizează cele doupă categorii de proteine sunt:
 - determină presiunea coloid-osmotică sau oncotică a plasmei; - intervin în homeostazia tensiunii arteriale prin proprietăţile hidrofile,
 respectiv prin factorii de reglare a tensiunii sanguine cu structură proteică; - au rol important în transportul unor ioni esenţiali (ex: Cl, Ca, Cu, Zn etc.), a
 unor hormoni liposolubili, a pigmenţilor biliari (ex: albumina cuplată cu bilirubina indirectă) sau a unor medicamente (ex: antibiotice, sulfamide etc.);
 - participă la apărarea specifică şi nespecifică a organismului; - au rol în procesul de hemostază, prin factorii plasmatici ai coagulării; - menţin balanţa azotată în limite optime; - participă la echilibrul acido-bazic sanguin, prin sistemul tampon proteină
 acidă – proteină bazică din sângele circulant.
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 Biosinteza proteinelor este un proces fiziologic în care sunt angajate majoritatea celulelor dintr-un organism animal. Cele mai multe proteine sunt sintetizate la nivel hepatic (ex: albuminele serice), respectiv la nivelul sistemului reticulo-histiocitar (SRH) şi a componentei mezenchimale a ficatului (ex: fibrinogenul, fracțiunile globulinice).
 Disfuncţiile care apar consecutiv îmbolnăvirii unui animal afectează printre altele şi proteinogeneza, rezultând astfel o serie de dezechilibre cantitative şi/sau calitative proteice. Aceste dezechilibre se pot pune în evidență prin următoarele metode de lucru:
 1) determinarea concentraţiei proteinelor plasmatice totale (prin metoda spectrofotometrică care folosește reactivul Biuret);
 2) determinarea concentrației fracţiunilor proteice plasmatice, în principal albuminele, prin metoda spectrofotometrică cu serumalbumina bovină;
 3) determinarea stărilor de disproteinemie, prin utilizarea tehnicilor de migrare electroforetică a fracțiunilor proteice într-un câmp electric;
 4) determinarea/evidențierea stărilor de paraproteinelor.
 1) Determinarea concentraţiei proteinelor plasmatice totale
 Pentru determinarea concentraţiei proteinelor plasmatice totale se folosesc numeroase metode de evaluarea a proteinemiei, respectiv metode gravimetrice, densimetrice, spectrofotometrice și refractometrice. În seria animală se înregistrează variații destul de mari, în ceea ce priveşte valoarea proteinelor totale sau a diferitelor fracţiuni proteice plasmatice între diferite specii de animale, iar în cadrul fiecărei specii aceste variații se menţin dependente de o serie de caracteristici, cum ar fi vârsta,sexul etc.
 Modificările care afectează proteinele plasmatice totale în diferite stări fiziologice sau patologice, se pot manifesta sub formă de hiperproteinemie, respectiv hipoproteinemie.
 Hiperproteinemia reprezintă scăderea valorii proteinelor plasmatice/serice sub limita inferioară caracteristică speciei investigate, care poate fi consecinţa unei creşteri în valoare absolută/reală a proteinelor - hiperproteinemie absolută - întâlnită în:
 - boli febrile, infecţii cronice, gamapatii monoclonale (mielomul multiplu); sau hiperproteinemie relativă, întâlnită în stările de deshidratare extra-
 celulare, consecutive diareilor prelungite sau vomitărilor incoercibile;
 Hipoproteinemia poate fi la rândul ei reală/absolută sau relativă/falsă.
 Hipoproteinemia absolută este consecinţa scăderii ca valoare absolută a concentrației proteinelor plasmatice totale, întâlnită mai frecvent în:
 - lipsă de aport datorită unei raţii alimentare dezechilibrate sub raport proteic (ex: subnutriţie proteică), anorexiilor de diverse origini, disfagiilor, etc.
 - sindroame de maldigestie şi malabsorbţie, consecutive unor boli parazitare (asociate cu anemia), enteritelor, hepatitelor, pancreatitelor, etc.
 - deficit de sinteză proteică, întâlnit în: hepatopatii cronice, icter mecanic prelungit, tumori hepatice, defecte genetice prin lipsă de sinteză a unei proteine (analbuminemia, agamaglobulinemia etc).
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 - pierderi excesive de proteine pe cale renală (ex: sindromul nefrotic), cutanată (ex: arsuri întinse), digestivă (ex: enteropatii exsudative), respectiv prin hemoragii de diverse origini prin revărsate seroase (ex: peritoneale, pleurale etc.)
 Hipoproteinemia poate fi aparentă (relativă/falsă) ca urmare a stărilor de hiperhidratare, consecutiv hidremiei întâlnită în afecţiunile renale cronice.
 Tabel 1
 Principalele fracţiuni proteice serice: elemente componente şi rol biologic
 Fracţiunea proteică
 Elemente componente
 Rol biologic
 0 1 2
 Prealbumina şi Albumina
 Prealbumina Albumina
 Realizează presiunea oncotică, rol în transportul hormonilor (ex. h.tiroidieni), bilirubinei, medicamentelor, ionilor (Mg++,Zn++,Ca++ ).
 Alfa1-Globulinele Alfa1-glicoproteina acidă Alfa1-antitripsina Alfa1-antichimotripina Alfa1-lipoproteina Fracţiunea C1-inhibitor
 Transportă hormonii steroizi, vit.B12, rol imunoreglator în maturarea limfocitelor. Inactivează tripsina, chimotripsina, elastaza, colagenaza, trombina, plasmina. Inactivator proteazic Transportă lipide Inactivează fracţiunea complementului C19
 Alfa2-Globulinele Vitronectina Alfa2 – macroglobulina Haptoglobina Antitrombina 3 Ceruloplasmina
 Glicoproteină de adeziune celulară Inactivator proteazic Leagă şi transportă haptoglobina Inactivează trombina Fixează şi transportă cuprul; rol de peroxidază
 Beta-Globulinele Fibrinonectina Transferina Transcobalamina Hemopexina Proteina C reactivă Beta-lipoproteina Fracţiunea C3 a complementului
 Glicoproteină de adeziune celulară Fixează şi transportă Fe, constituind şi un rezervor de Fe pentru organism Transportă vitamina B12 Fixează hemul Stimulează apărarea nespecifică Transportă lipide Intervine în imunoaderenţa şi eliberarea aminelor biogene din trombocite şi mastocite.
 Gamma-Globulinele
 Ig A Ig M IgD IgE Ig G
 IgA asigură apărarea imună la nivelul mucoaselor (nazală, conjunctivală, digestivă) Sunt agenţi aglutinanţi şi citolitici şi cei mai puternici activatori ai complementului Rol de anticorpi antimoleculari şi în inducerea toleranţei imune faţă de Ag self Intervin în hipersensibilitatea imediată de tip I (anafilaxia și șocul anafilactic) Rol în neutralizarea toxinelor şi a agenţilor patogeni; activează complementul prin Ig G1; intervin în opsonizare favorizând fagocitoza
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 2) Determinarea concentrației fracțiunilor proteice plasmatice
 Fracţionarea proteinelor plasmatice constituie un procedeu care are în vedere separarea diverselor fracţiuni proteice din plasmă, bazându-se pe o gamă largă de particularităţi şi de proprietăţi specifice acestora. Printre metodele mai frecvent utilizate amintim: gelfiltrarea, cromatografia pe schimbători de ioni, cromatografia de afinitate, electroforeza, electroimuno-difuzia, imunoelectroforeza, nefelometria, tehnicile imuno-enzimatice (ELISA – Enzyme Linked Immunosorbent Assay) etc.
 Electroforeza – este una din metodele folosite cel mai frecvent pentru evaluarea componentelor proteinogramei şi permite fracţionarea proteinelor din ser și plasmă.
 Principiul metodei se bazează pe viteza diferită de migrare a fracţiunilor proteice într-un câmp electric în care există o diferentă de potenţial între cei 2 electrozi (anod, catod) la un pH de 8,6-9. Migrarea fracţiunilor proteice în acest caz este condiţionată de mărimea particulelor (moleculelor) proteice şi de numărul sarcinilor lor electrice. Datorită prezenţei grupărilor –NH2 şi –COOH în moleculă, aminoacizii au un caracter amfoter, iar sub acţiunea curentului electric migrează spre unul dintre poli, dependent de pH-ul mediului. În mediu acid, aminoacizii se comportă ca baze şi migrează spre catod (-), iar în mediu alcalin se comportă ca acizi şi migrează spre anod (+). Fiind considerate ca ioni polivalenţi, proteinele migrează sub influenţa curentului electric dependent de forţele electrice predominante.
 Astfel, dacă sarcina electrică predominantă este negativă migrează spre anod (+), iar dacă predomină sarcinile electrice pozitive migrează spre catod (-). În cazul în care sarcina electrică a proteinelor este nulă, fapt întâlnit la o anumită valoare a pH-ului (punct izoelectric), migrarea nu mai are loc. Dacă pH-ul este inferior punctului izoelectric proteina va migra spre catod, iar în situaţia inversă spre anod.
 Într-o soluţie tampon cu pH = 8,6-9,0, proteinele se află într-o stare ionizată, încărcate electronegativ şi vor migra spre anod. Ordinea de migrare: cele mai rapide sunt albuminele (greutate moleculară mică), urmate în ordine de alfa1-globulinele; alfa2-globulinele, β-globulinele şi µ-globulinele. Când determinarea se face din plasmă, între beta şi gamaglobuline migrează fibrinogenul.
 Pentru separarea electroforetică a fracţiunilor proteice din lichidele biologice (ser, plasmă, urină), se poate face uz de electroforeza pe hârtie de filtru, electroforeza în gel de agar, agaroză, amidon, folii de acetat de celuloză, gel de poliacrilamidă etc.
 Electroforeza pe hârtie de filtru – necesită un timp de migrare de aproximativ 17 ore. După migrarea şi separarea fracţiunilor proteice, benzile de hârtie se introduc într-o baie de fixare-colorare (Amidoschwartz 10-B), apoi se îndepărtează excesul de colorant într-o baie de decolorare, după care benzile se usucă, iar apoi se evaluează fracţiunile proteice cu ajutorul integratorului. Se obţin în final 5 benzi de colorare, adică 5 fracţiuni proteice: albumine, alfa1 şi alfa2-globuline, β-globulinele şi µ-globulinele.
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 3) Evidenţierea stărilor de Disproteinemie
 Sănătatea organismului se traduce şi sub forma unui echilibru armonios existent
 între concentraţia albuminelor serice şi fracţiunile globulinice. În cazuri patologice, tulburarea acestui echilibru se manifestă prin dezechilibre proteice, numite disproteinemii, uşor de evidenţiat atât prin fracţionarea electroforetică a proteinelor (menţionată mai sus), cât şi prin testele de labilitate serică sau testele de disproteinemie.
 Acestea se efectuează pe ser proaspăt, nehemolizat, şi constau în coagularea (precipitarea) proteinelor plasmatice de către electroliţi, substanţe coloidale, precipitanţi organici sau apă distilată. Numite incorect şi teste hepatice, testele de disproteinemie pun în evidenţă modificări ale funcţiei proteino-formatoare a ficatului, dar şi ale SRH, ţesut care răspunde prin modificări nespecifice în numeroase boli. Pozitivarea testelor de disproteinemie reprezintă o consecinţă fie a diminuării concentraţiei sanguine a unor factori stabilizanţi (albuminele), fie a creşterii concentraţiei unor factori precipitanţi (gamaglobulinele). Întrucât fiecare test se pozitivează în urma modificării unei anumite fracţiuni proteice, se constată existenţa unor discordanţe între teste. Ele au valoare prin faptul că indică care fracţiune proteică este afectată şi de aceea trebuie efectuate în grup.
 Fig. 1 Electroforeză serică: distribuția procentuală a fracțiunilor proteice serice
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 Scopul lucrării: determinarea concentrației proteinelor plasmatice totale și a albuminelor prin metoda spectrofotometrică.
 Materiale necesare: - probe de ser/plasmă proaspete, nehemolizate; - reactivi pentru proteine și albumine, pipete, eprubete, stativ eprubete; - spectofotometru Statfax 1904, calibrat pentru determinarea proteinelor.
 Tehnică de lucru:
 Determinarea proteinelor plasmatice totale Principiul metodei - se bazează pe proprietatea proteinelor plasmatice de a
 forma în mediul alcalin un complex cu sulfatul de cupru, de culoare violetă. - se pipetează 1 ml reactiv Biuret într-o eprubetă ; - se adaugă în eprubeta cu reactiv 10 µl ser sau plasmă ; - se lasă în repaus 10 minute la temperatura camerei sau se incubează la 37 oC; - se citește proba la spectofotometru, folosind lungimea de undă de 540 nm
 (codul AUX-2) față de martor, care conține doar reactiv Biuret; - valoarea proteinelor totale este exprimată în g/dl.
 Determinarea albuminelor plasmatice totale Principiul metodei - se bazează pe proprietatea proteinelor/albuminelor de a
 forma în mediul alcalin un complex cu sulfatul de cupru, de culoare violetă. - se pipetează1 ml reactiv Biuret într-o eprubetă; - se adaugă în eprubeta cu reactiv 10 µl ser sau plasmă; - se lasă în repaus 3 minute la temperatura camerei sau se incubează la 37 °C; - se citește proba la spectofotometru, folosind lungimea de undă de 540 nm
 (codul AUX-1) față de martor, care conține reactiv specific pentru albumină; - valoarea albuminelor totale este exprimată în g/dl.
 Înregistrarea rezultatelor
 Proba Proteine totale Albumine Globuline Raport Alb\Glob 1 2 3
 Interpretarea rezultatelor
 Hiperproteinemia este în general puțin pronunțată, putându-se observa în cursul bolilor febrile, în caz de hemoconcentrație. În cazul unor mieloame multiple creșterea proteinelor totale din ser este mai pronunțată, de asemenea în infecțiile cronice prin producerea unor cantității crescute de globuline.
 Hipoproteinemia frecvent întâlnită în subnutriția proteică, în policarențe nutriționale, parazitism (asociată cu anemia), de asemenea în anemiile posthemoragice acute, în hidremia consecutivă afecțiunilor renale cronice, în afecțiuni hepatice unde apre și ascita.
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 Hipoalbuminemia poate rezulta: prin deficiență de aport: de nutriție, carență alimentară, vomismente, diaree, tulburări de digestie, tulburări de absorbție intestinală; printr-o sinteză insuficientă, în insuficiența hepatică; prin pierderi de albumine (glomerulonefrite, nefroze), ascită, hemoragii, șoc.
 Hipoglobulinemia sugerează în primul rând o concentrație insuficientă sau un defect în formarea gamaglobulinelor, respectiv agamaglobulinemia, cunoscută la nou-născuții speciilor de fermă. Mai frecvente sunt hipogamaglobulinemiile care se traduc prin sensibilitate crescută la infecțiile microbiene. Apar consecutive carențelor de Co, Fe, Cu, Mg.
 Hiperglobulinemia se observă în boli infecțioase (în general) și în anumite boli imunologice. În mielomul multiplu se poate constata o creștere importantă a uneia dintre fracțiunile globulinice (cel mai frecvent gama). Valorile de referință ale diverselor fracțiuni proteice le găsiți în tabelul 2.
 Hipofibrinogenemia se întâlnește în hepatopatii severe (ciroze hepatice, hemopatii/leucoze acute cu promielocite, sindroame de proteoliză acută prin coagulare intravasculară diseminată).
 Hiperfibrinogenemia se întâlnește în infecții bacteriene acute localizate sau generalizate (nefrite cronice, stări postoperatorii etc).
 Tabel 2
 Valori ale proteinogramei la câteva specii de animale domestice şi de laborator
 Specia
 Vârsta
 Albumine
 %
 Globuline % Proteine totale în
 g/100/ml α1 α2 β γ
 Câine 1-2 luni 2-12 luni
 1-2 ani 2-9 ani
 peste 9 ani
 54-61 46-58 46-56 43-53 37-49
 8-14 6-12 4-8 5-7 4-6
 5-7 5-9
 5-11 8-11 8-12
 20-24 20-23 18-21 20-24 22-28
 5-8 6-13
 10-17 10-17 11-21
 2,6-3,2 3,8-5,3 4,2-5,2 4,2-5,9 4,8-6,4
 Pisică 15 zile-1 lună 3 luni-1 an
 2-11 ani peste 11 ani
 42-50 35-47 30-42 27-36
 5-10 5-6,6 4-7 4-6
 18-26 17-23 16-21 18-23
 10-14 9-13
 10-16 10-14
 8-14 15-20 22-30 22-34
 3,8-4,4 5,5-7,0 5,0-7,0 6,2-7,0
 Cal la naştere la 5 zile la 8 zile
 la 15 zile
 65 37 33 37
 32 36 14
 6,4-19
 3 25 23
 16,5
 - 2
 28 21
 3,7 5,2-5,5
 6,8 4,4
 2-5 ani 5-10 ani
 10-15 ani 15-30 ani
 42 ani
 41-47 35-41 34-42 32-40 36,5
 4-6 4-6 5-7 5-7 4,5
 8-12 9-12 7-12 8-14 7,6
 13-17 15-20 15-20 19-22 19,1
 20-27 26-33 25-33 20-28 32,3
 4,7-6,6 5,8-7,0 5,3-6,5 5,0-6,2
 7,0 Bovine 6 zile-1 lună
 6 luni-1 an 1-2 ani
 2-10 ani
 47-53 35-43 35-37 30-40
 15-27 13-16 13-15 12-16
 13-17 11-14 13-17 9-13
 8-17 29-33 33-38 31-44
 3,4-5,8 5,5-6,5 6,0-7,0 7,0-7,6
 Oaie şi capră
 Ied 5-7 luni Capră 2-7 ani
 43 40-47
 15 11-13
 11 8-10
 7 7-12
 24 22-24
 5,3 4,6-4,9
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 Miel 3 săpt.-2 luni
 Oaie 2-7 ani
 40-50 41-45
 6-8 7-9
 9-14 10-15
 8-10 9-11
 15-25 20-28
 4,5-5,5 6,0-6,5
 Cobai Hamster auriu
 54,6 63,1
 4,0 2,6
 18,9 8,1
 2,8 8,9
 6,6 17,3
 6,2 7,09
 Şobolan Şoarece Găină
 60 48,0±3,97
 33,2
 15 18,5±7,5
 18,5
 20 19,0±7,5
 12
 5 14,5±10,8
 36,3
 6,3 60,2 3,6
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