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METODA MODIFICATA
PENTRU DETERMINAREA COLESTEROLULUI AORTIC *

Delia Nicoard, dr. St. Cségér, dr, M. Kerekes

Arterele si in special aorta constituie un fesut privilegiat din punctul
de vedere al acumuldri colesterolului. Prin experienta pe animale, in
special iepuri §i ciini de prerie (5), s-a putut dovedi c3 t{esutul aortic are
capacitatea de a stoca colesterolul in cantititi foarte mari, pierzindu-l
apoi foarte greu, spre deosebire de alte tesuturi. Avind in vedere impor-
tanta pe care o prezinti depunerea colesterolului in aorti in ateroscleroza
umani si consecintele ei, determinarea lui prezintd interes, privind ur-
madrirea procesului aterosclerotic.

Existd o multitudine de metode pentru determinarea colesterolului
din tesuturi, inclusiv peretele aortic (3, 4, 6, 7, 8). La baza tuturor sti
extractia colesterolului cu un solvent organic sau cu un amestec de sol-

* Lucrare prezentati la consfituirea: ,Metabolismul lipidic si glucidic. In-
«vestigatie biochimici si metodologie de laborator®, organizati de U.S.S.M,, Filiala
Mehedinti, Drobeta-Turnu Severin, 29—30 septembrie 1972,
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enti, urmata, in majoritatea cazurilor, de determinarea lui colorinfetrica.
xtractia poate fi facuti direct pe omogenatul de aortd umed-sau uscat,
sau indirect, dupa solubilizarea tesutului prin fierbere cu Hidrdxid de po-
tasiu, Extractla directd a colesterolului duce la valori scizute. Cauza
acestui neajuns o constituie in primul rind, puternicele legituri dintre
colesterol si proteinele tisulare. Pe lingd aceasta, procedeele sint labo-
rioase, necesitind totodatd cantitdti mari de solventi organici.

In cursul incalzirii cu hidroxid de potasiu, legiturile dintre proteine
si colesterol sint complet distruse. Procedeul poate fi aplicat datoriti sta-
bilitdtii extraordinare a colesterolului faté de aceastd interventie drastici.
Pe lingad aceasta, mai are avantajul ca, in cursul fierberii cu KOH, are
loc o hidroliza a esterilor colesterolului. Acest fapt are 1mportanté mai
ales daci se intrebuinteaza reactia de culoare Liebermann-Burchard, in-
tensitatea acesteia fiind diferitd pentru colesterol, respectiv pentru esterii
s3i. Este deci evident c¢3 trebuie acordati prioritate metodei care foloseste
ca prima fazad hidroliza.

Majoritatea metodelor pentru determinarea colesterolului tisular re-
curg la reactia de culoare Liebermann-Burchard. Numai putine utilizeazi
reactia Zlatkis-Zak, in primul rind pentru motivul ci, pe lingi colesterol,
reactia de culoare este produsd si de alti componenti tisulari, cum ar fi
compusii cu hidroxil fenolic. (Acest impediment dispare in cazul unei
extractii cloroformice, compusii fenolici nefiind solubili in cloroform.)
Avind in vedere avantajele reactiei (executie simpla, rezultate reproduc-
tibile, sensibilitate mare), am incercat si‘elaborim o varianti a pregatirii
fesutului, respectiv a extractiei colesterolului, care si permiti obfinerea
unor rezultate satisficdtoae si cu reactia Zlatkis-Zak.

Metoda

Aortele, respectiv portiunile de aorti provenite de la cadavrele umane
sau animalele de experienti, s-au spalat cu ser fiziologic. Partile fira le-
ziuni vizibile cu ochiul s-au separat de plicile ateromatoase. Aorta s-a
taiat in bucatele mici §i s-a uscat la 120° in etuva, pina la greutatea con-
stantd. Tesutul uscat s-a triturat, obtinindu-se o pulbere fini, din care
s-au cintirit la balanta analiticd esantioane de 100 mg. Tesutul cintirit
s-a introdus intr-o eprubet3, adiugindu-se 5 ml hidroxid de potasiu 30%.
Eprubetele au fost tinute in baie de apa la 100° C, timp de 20 min. Dupa
ricire s-au adaugat 5 ml cloroform, efectuindu-se extractia colesterolului,
timp de 20 minute, prin agitare din 2 in 2 minute. Din extractul cloro-
formic s-au scos apoi 0,1 ml, executindu-se reactia Zlatkis-Zak (11). Ex-
tinctiile au fost citite la un spectrofotometru Spectromom 202, la 560 nm,
in cuvd de 1 cm, faii de api. Cantitatea colesterolului s-a calculat cu
ajutorul unei curbe etalon corespunzitoare.

Pentru a obtine date referitoare la exactitatea metodei, am efectuat
determinarea colesterolului din aceleasi aorte si cu o metoda de extractie
directa (6). In cazul acesta tesutul aortic uscat si triturat s-a extras cu
un amestec cloroform-metanol 2:1 (3 ml) la 50° C, pe baie de api, timp
de o ora. Dupa filtrare, 0,1 ml extract s-a evaporat la sec, reziduul s-a
reluat cu 3 ml acid acetic glacial distilat, executindu-se apoi reactia
Zlatkis-Zak.
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Rezultate

Cantititile de colesterol obtinute dupi macerarea prealabila cu KOH,
au fost mai mari decit cele obtinute cu extractia directi. O comparatie
absolut precisi este desigur dificila, avind in vedere cd nu poate fi asi-
guratd identitatea esantioanelor prelucrate. In tabelul I sint prezentate
citeva rezultate obtinute cu cele doud metode.

Tabelul nr. 1

Cantitatea colesterolului din aortele cu leziuni aterosclerotice

g colesterol/100 g tesut uscat

\orta ar. Metoda studiata  [Metoda de comparatie Diferenta

1 6,04 4,52 1,52
2 445 252 1,93
3. 410 281 1,29
4 7,39 5,48 1,91
5 3,11 2,53 0,58

S-a determinat colesterolul din 86 de aorte, respectiv din portiuni de
aortd, Gradul leziunilor ateromatoase 1-am apreciat dupi clasificarea pro-
pusd de O.M.S. In tabelul II prezentim mediile valorilor obtinute,

Tabelul nr. 2

Cantitatea de colesterol din peretele aortic

Numairul Gradul leziunilor g colesterol/100 g
de cazuri ateromatoase tesut uscat (limite)
5 Aorte normale 0,336— 0,820
25 Portiuni de aort&d apa- 0.685— 1,520

rent sandtoase (de la
subiecti cu ateroscleroza)

22 Strii si plici ateroma- 1.350— 3,117
toase

20 Placi fibroase 2,760— 7,650

14 Plici fibroase cu com- 6,800—17,660
plicatii

‘Rezultatele corespund cantitativ datelor din literaturd (9). In acelasi
timp, in concordantd cu majoritatea autorilor (1, 2, 9), am constatat si
un paralelism intre gradul leziunii si cantitatea de colesterol. Totusi, tre-
buie semnalat faptul ca existd autori care nu confirmi corelatia intre
severitatea leziunilor aterosclerotice si procentajul colesterolului total din
peretele aortic (10). O acumulare exageratd se constatd desigur in plicile
ateromatoase.
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Pe baza datelor prezentate, credem cid metoda descrisd poate servi
pentru determinarea colesterolului din peretele aortic cu o exactitate
corespunzitoare, macerarea cu KOH permitind o extractie mai complet3
a colesterolului, decit extractia directd cu solventi organici.

Sosit la redatie: 28 februarie 1973,
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