SISTEMELE TRANSPORT

Transportul prin membranele celulare se realizeaza prin doua tipuri de sisteme: sisteme
de microtransport si sisteme de macrotransport. Ultimele sisteme sunt proprii substantelor
cu masa moleculard mare si se realizeaza, prin mecanisme specifice, endo §i exocitoza,
descrise in cursul de histologie.

Sistemele de transport antreneaza transportul transmembranar al substantelor cu masa
moleculard mica prin doua mecanisme:

-transportul pasiv care se realizeaza prin difuziune, osmoza, echillibrul Donnan;

- transportul activ asigurat de pompe active ce se realizeaza in contragradient de
concentratie si prin translocare de grup.

Transportul pasiv

Unele substante, de exemplu gazele, patrund in celuld prin difuzie transmembranara
dupa gradientul electrochimic, fard utilizare de energie. Viteza acestei difuzii a solventilor
este determinata de temperatura moleculelor, gradientul de concentratie transmembranar
al substantelor si solubilitatea lor in stratul hidrofob membranar. Solubilitatea este invers
proportionala cu numarul legaturilor de hidrogen ce trebuie distruse ca substanta solubila
in mediul apos s fie inclusa in stratul hidrofob. Electrolitii insuficient solubili in lipide nu
formeaza cu apa legaturi de hidrogen, dar poseda membrand apoasa, formata ca rezultat
al interactiunii electrostatice. Dimensiunile ei sunt direct proportionale cu densitatea
sarcinii electrolitulul. Cu cit densitatea sarcinii electrolitului este mai mare, cu atit lui ii
apartine 0 membrand apoasa mai majora si, in final, se caracterizeaza cu o viteza a
difuziei mai mica. De exemplu: ionul de Na* poseda o densitate a sarcinii mai mare decit
1onul de K* s1, deci, Na* hidratat are dimensiuni mai mari decit K* §i, in consecinta viteza
lui de difuzie pasiva va fi mai mica.

In membranele biologice, spre deosebire de bistraturile sintetice, sunt amplasate canale
transmembranare ionice de naturd proteicd. Viteza de transport prin ele este dependentd
de diferenta de concentratie — de la o concentratie mai mare spre o concentratie mai
mica. Canalele permeabile pentru cationi au diametrul egal aproximativ cu 5-8 nm si
contin grupe incarcate negativ. Conductibilitatea lor e dependenta de marimea, gradientul
de hidratare si densitatea sarcinii ionului respectiv.

Activitatea acestor canale ionice este reglatd in membranele celulelor nervoase de
neuromediatori. Unii toni regleaza activitatea canalului permeabil pentru alt ion. La
micsorarea concentratiei de Ca™, in lichidul extracelular se majoreaza permeabilitatea i
difuzia Na*, ce conduce la depolarizarea membranei §i generarea impulsului nervos.
Canalele sunt deschise numai pentru o anumita durata de timp, ce este determinata de
fixarea unui ligand specific de receptor. In alte cazuri, canalele se deschid la modificiri
potentialului membranar. Unele microorganisme pot sintetiza molecule organice mici
ionofori, care realizeaza transferul naveta al ionilor prin membrane. Acesti ionoft
contin centre hidrofile, ce fixeaza anumiti ioni. Periferia acestor centre prezinta o memb
hidrofoba, ce permite acestor molecule usor sa se dizolve in membrana si sa difund
prin ea. Altiionofori, ca polipeptida gramicidina, formeaza canale proteice. Un
toxine microbiene (toxina difterica) si componentele complementului seric activ
forma pori in membranele celulare, prin care se pot deplasa si macromoleculele.
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Mecanismele schematice de transfer transmembranar sunt redate in fig. 5.10.
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Figura 5.10. Mecanismele schematice ale transferului transmembranar

Constatam ca difuzia substantelor e cauzata de:

1. Gradientul de concentratie transmembranar. Solventii se deplaseaza spre micsorarea
concentratiei lor.

2. Diferenta transmembranara a potentialului electric. Substantele dizolvate se
deplaseaza spre solutia cu sarcina antipoda.

3. Coeficientul permeabilitatii membranei pentru substanta in cauza.

4. Gradientul de presiune hidrostatica pe membrand. La cresterea presiunii se
accelereaza viteza de contact intre molecule $i membrana.

5. Temperatura. Temperatura ridicatd amplifica viteza particulelor si posibilitatea de
interactiune intre ele si membrana creste.

Difuzia mediata (facilitata) si transportul activ. Sistemele de transport pot fi
caracterizate dupa numarul si directia moleculelor transferate (fig.5.11). Insistemul uniport
are loc transferul moleculelor de un tip anumit in ambele directii. In sistemul cotransport
transferul unei substante solubile este insotit de transferul, impreuna sau in succesiune, a
unei cantititi echivalente ale altei substante. In caz de simport, ambele substante se
deplaseazi in aceeasi directie (H*-zaharuri, Na'- zaharuri, Na* - aminoacizi). In antiport
substantele se transfera in directii opuse (Na'™—
in celula, Ca* —din celuld). Moleculele care Y
nu pot singure traversa bistratul lipidic sunt
transferate de proteine specifice. Un asa §
transfer se realizeaza pe doua cai: prin difuzie
mediata sau transport activ, cu utilizarea unor 7/ \ :
cai specifice de transport. Ambele sisteme sunt ~ Uniport §‘1m9_g% A g;-l“gw
asemandtoare cu reactiile dintre enzima si uusls

T 2 i L Figura 5.11. Redarea schematica a tipurilor
substrat, insd se realizeaza fard formarea gisemelor de transport
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legaturilor covalente. Se deosebesc prin faptul ¢a: 1) difuzia mediata se realizeaza in
ambele directil, pe cind transportul activ, de obicel, numai intr-o directie;

2) transportul activ are loc contra
gradientului electric sau chimic §i necesitd
utilizare de energie. Viteza

Difuzia mediata

S-a constatat cd unele substante
difundeaza prin membrana dupa gradientul
electrochimic mult mai rapid decit se poate
considera, reiesind din dimensiunile,
densitatea si coeficientul de solubilitate ale
acestor particule (fig.5.12). Sistemele
respective sunt stereospecifice si nu Ry Concentrapia
necesita energie. Se cunoaste ci proteinele ~ Figura 5.12 Cinetica difuziei pasive si mediate. In
membranaresunt localizate asmetrc,au 40414 P e ot ¢ proporionl
anumuit grad de stabilitate §i deplasarealor  mediata se observi fenomenul de saturatie.
transversald prin membranad are loc in
exclusivitate i nu poate determina acest mecanism de difuzie. Acest proces se datoreaza

unor modificari conformationale ale proteinelor (permeaze) de tipul «ping-pong»
(fig.5.13).
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Figura 5.13. Mecanismul «ping-pong»
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Procesul este reversibil §i rezultanta este cauzata de gradientul de concentratie. Viteza
cu care substanta solubila se va deplasa in celula e dependenta de:

1. gradientul de concentratie transmembranar;

2. numarul de transportatori;

3. viteza de fixare a substantei cu transportatorul;

4. viteza modificarilor conformationale in ambele stiri ale transportatorului. Transportul
moleculelor prin intermediul transportatorului necesitd un nivel de energie liberd mult mai
mic.
In difuzia simpld moleculele hidrofile pierd invelisul apos. Acest proces este inalt
endergonic, avindunAG (energie libera) foarte inalt (fig. 5.14a). Proteina transportatoare
reduce energia liberd pentru difuzia transmembranari (fig. 5.14b). Procesul este mediat
prininteractiuni necovalente, cu pierderea invelisului apos, ca rezultat al ruperii legaturilor
de hidrogen, promovind transportul moleculelor hidrofile.
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Hormonii regleaza difuzia
mediata prin reglarea numarului de
transportatori posibili (insulina—
glucoza, glucocorticoizii—amino-
acizil etc.)

Transportul activ se
realizeaza cu consum de energie,
ca rezultat al modificarilor in
echilibru termodinamic. Sursa de
energie este hidroliza ATP,
procesul de transfer al electronilor,
lumina. Mentinerea gradientului
electrochimic joaca un rol decisiv
in sistemele biologice si este
cuplata cu utilizarea a 30-40% din
energia captata de celule.

Caile de transport activ sunt:
a) transportul In contragradient de
concentratie i b) transportul prin
translocare de grup.

In cazul transportului in
contragradient de concentratie o
substantd poate trece de la o
concentratie scazutd (Na*)aunui
compartiment (celuld) la o
concentratie mai crescutd a altui
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Figura 5.14. Energia liberd la transportul moleculelor
hidrofile prin membranele biologice: a) difuzie simpld si
b) difuzie prin transportator

compartiment — contrar concentratiei de K*. Pompa care mentine acest gradient este
ATP-aza activatd de ionii de Na* s1 K.

Uabaina

OH OH

-~

ATP-aza este o proteind integrala

constituitd din doud subunititi de tip o,

0 cu masa moleculard de 94kDa si doua
; de tip B, cu masa 50kDa, unde o
subunitate are rol catalitic. Activitatea
el necesita fosfolipide. Centrele catalitice

A pentru ATP si Na*sunt aranjate pe partea

citoplasmatica a membranei, centrul
catalitic pentru K* — in exteriorul
membranei (fig.5.15). Uabaina inhiba
activitatea enzimei, fixindu-se de
fragmentul extracelular. Aceasta inhibitie
poate fi anihilata partial prin K*
extracelular.
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Transportatorul proteic situat in membrana
fixeaza 3Na'

Fosforilarea P-EnzIl

3Na'" sunt transportati in partea
exterioard, i 2K* sunt fixati in
membrani

Sunt transportati in partea
internd 2K'

Partea internd Partea externd

Figura 5.15. Mecanismul de transport al ionilor de Na* 5i K* ,de Na*-K*-ATPaza. 1) Pe suprafata interna
a transportatorului proteic, aranjat in membrand, sunt legati 3Na*. Na* are o afinitate majori fati de
subunitatea mare a transportorului. Aceastd subunitate posedii si site-ul de fixare a ATP-ului.2) Fosforilarea
modificd conformatia moleculei proteice si micsoreazd afinitatea fatii de Na®, care este expulzat in exteriorul
membranei. 4) K* exterior are o afinitate majord fatd de portiunea extracelulara a subunitatii mari.5)
Enzima este defosforilatd, reducind afinitatea fatd de ionii de K*.6)K" este transferat in interiorul celulei.
Proteina transportatoare participd la un nou ciclu de transport al Na* 5i K*

Transportul prin translocare de grup implica formarea unui derivat al substantei
initiale. Derivatul format prin utilizarea ATP traverseaza membrana in contragradient de
concentratie. Se considera ca astfel de transfer se realizeaza in cazul compusilor glucidici
(hexoze), cu participarea unei fosfotransferaze, ce transfera gruparea fosfat pe molecula

de hexoza (fig.5.16a).
Sistemele de transport discutate sunt sumar redate in fig.5.16b.
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X

Figura 5.16a. Doud tipuri de transport activ: a) in transportul activ primar, energia realizatd prin hidroliza
ATP-ului este utilizati in transportul contra gradientului electrochimic. b)in transportul activ secundar
ionul X este transportat activ. Energia necesard pentru deplasarea cotransportatorului, ionul S este asiguratd

de migcarile ionului X

Difuzia facilitata

Difuzia simpla

Transport
-, primar activ

Partea externd : .
Partea interna

Transport secundar activ

¢ Canalionic
Ton

Figura 5.16b. Tipurile de transport
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DIGESTIA SI ABSORBTIA LIPIDELOR

Functionarea normald a organismului necesitd un consum obligatoriu minim de
vitamine liposolubile (A, D, E, K) si al unor acizi grasi nesaturati, nesintetizati de celule.
Digestia e un proces complex, care, pe linga necesitatea degradarii hidrolitice a
componentelor lipidice dinrafia alimentara (trigliceride, fosfolipide, glicolipide, colesterol),
mai solicita i solubilizarea, mentinerea in mediul apos a unor substante hidrofobe.In
cavitatea bucala lipidele nu se supun modificarilor, deoarece in saliva nu existd enzime
capabile sa scindeze grasimi. Fara modificari deosebite, la maturi lipidele vor trece si
prin stomac. La copiii mici, al caror pH al sucului stomacal e circa 5.0, lipaza gastrica
favorizeaza digestia lipidelor emulgate din lapte. La o utilizare mai indelungata a laptelui
se produce o sintezi adaptiva a acestei lipaze. In stomacul oamenilor maturi are loc
o scindare partiala a complexelor lipoproteice membranare din celulele alimentelor, ce
favorizeaza efectul ulterior al lipazei pancreatice.

Locul principal de digestie e intestinul subtire, unde se creeaza conditii favorabile
pentru emulgarea lipidelor. Chimusul acid stomacal este neutralizat de componentele
bilei —acizi biliari conjugati i sarurile lor, ce stimuleaza emulgarea lipidelor in asociere
cu actiunea peristaltismului. La emulgare participa si enzimele.

Acizii biliari reprezinta produsul final al metabolismului colesterolului si, dupa
structurd, constituie derivati ai acidului colanic (C,,). Enzima-cheie in sinteza acizilor
biliari o reprezinta colesterol -7-a- hidroxilaza; activitatea ei necesita prezenta NADPH
sia citocromului P, . Hidroxilarea la C , si izomerizarea la C,, urmata si de saturarea
legaturii duble din pozitia 5-6 si ehmmarea atrei grupe CH, la mvelu] catenei laterale, se
va finaliza cu generarea acizilor biliari primari. Act1v1tatca colesterol-26-hidroxilazei
conduce la formarea propionil-CoA, care va fi utilizat prin intermediul succinil — CoA.
Activitatea enzimei-cheie este inhibati de majorarea nivelului de acizi biliari, reabsorbiti
din intestin.

Bila contine acid colic (3, 7, 12 - trihidroxicolanic), chenodezoxicolic (3,7)—acizi
primari, §i dezoxicolic (3, 12), litocolic (3)—acizi secundari. Ultimii sunt generati in
colon, ca rezultat al deconjugarii sarurilor biliare de catre bacteriile intestinale: circuitul
hepato-entero-hepatic va economisi necesarul de colesterol pentru sinteza acizilor biliari.
Ei sunt conjugati cu glicocolul (H,N-CH,-COOH) sau cu taurina (H,N-CH,-CH,~

SO,H), - respectiv, generind acra’ul glicocolic sau taurocolic.

HO
CH CH,— CH,—COSCoA
CH3 f
: HSCoA

HSCoA 4~ :—NH—CH;—COOH
Acidul glicocolic

H OH
Acidul colic —NH—(CH,),—S0;H

Acidul taurocolic
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Raportul dintre acesti compusi conjugati ¢ dependent de caracterul ratier alimentare.
O ratie bogata in glucide mareste continutul conjugatelor glicinei; in proteine — ale tauri-
nei.

Acizii biliari liberi, precum si sérurile lor, cei conjugati continind grupari hidroxilice
polare i grupe cu sarcind negativd (COO", SO",), conferd moleculelor caracter hidro-
fil, dizolvindu-le in apa si formind solutii micelare, prin agregarea unui numar relativ mic
de molecule.

Fosfatidele formeaza usor agregate micelare mixte cu alte lipide care, la rindul lor,
au capacitatea de a solubiliza alte categorii de lipide pronuntat polare (monogliceride)
sau mai putin polare (trigliceride, colesterol, acilcolesterol).

Asupra grasimilor emulsionate actioneaza hidrolazele pancreatice specifice. Lipaza
neactiva devine activa in lumenul intestinal, formind un complex cu colipaza (masa
moleculara egala cu 10000Da) in raport molar 2:1, ce inlesneste modificarea pH de la
9 la 6 s1 previne denaturarea enzimei. Viteza catalizei nu este influentat substantial de
gradul nesaturarii acizilor grasi §i lungimea catenei; mareste viteza Ca™, formind cu
acizii grasi eliberati sapunuri insolubile, fapt ce preintimpina efectul lor inhibitoriu i
deplasind reactia spre hidroliza.

Fofosfolipidele sunt scindate de fosfolipazele pancreatice de o specificitate
carboxiesterazica, cu formarea lizofosfatidelor ce au proprietati detergente foarte
pronuntate, contribuind la solubilizarea lipidelor in intestin. Lipaza pancreatica
hidrolizeaza triacilglicerolii in pozitiile 1,3, cu formarea 2-monogliceridelor asupra carora
vaactiona lipaza intestinala.

Acidul fosforic se absoarbe in stare de sare de Na™ sau K, baze azotate sub formele
sale active. Glicerolul solubil, de rind cu acizii grasi cu o catend mica, paraseste intestinul
prin intermediul circulatiei portale. Acizii grasi cu o catena mare §1 monogliceridele
formeaza cu sarurile acizilor biliario solutie micelard —nucleu hidrofob —membrana
hidrofila compusa din acizi biliari si fosfolipide. Micelele suntde 100 ori mai mici
decit cele mai mici bule de grasime emulgata. Gratie difuziei micelare si pinocitozei,
micelele patrund in spatiile intervilozitare de la nivelul jejunului proximal si se absorb.
Sarurile biliare ramin in [umen, participind la solubilizarea si transportul altor
molecule lipidice. Abia in portiunea distald a ileonului sarurile suntabsorbite printr-un
mecanism activ. Prin sistemul portal ajung in ficat si, dupd unele remanieri, revin din
nou in bila si intestin.

Alt factor primordial in procesul absorbtiei lipidelor constituie activitatea metabo-
lica a enterocitelor. Ele reprezinta sisteme enzimatice de sinteza specifica a lipidelor
pentru specia data, care difera radical de lipidele alimentare. Procesul e asigurat si de
prezenta acizilor gragi endogeni. Lipidele straine, ca exceptie, pot fi depozitate in
tesutul adipos.

Resinteza lipidelor. Caile de sinteza ale lipidelor in enterocite decurg fara formarea
fazelor intermediare. In sinteza TAG se formeazi forma activi a acizilor grasi — acil-
CoA, apoiare loc procesul de acilare a monoglicerolului, cu formarea digliceridelor
si apoi a TAG.
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Resinteza fosfolipidelor decurge, cu formarea acidului fosfatidic: din glicerol-3-fos-
fat, apoi acilarea lui. Moleculele lipidice reconstituite (TAG, FL), impreuna cu coles-
terolul si cantitdtile mici de proteind, formeaza particule relativ stabile, numite chilomi-
croni (fig.5.17).Chilomicronii secretati, deplasindu-se prin vasele chilifere i sistemul
limfatic, ajung in circulatia sanguina. Dupa o ora-doua, la asigurarea suficienta cu lipide,
se observa hiperlipidemia alimentard, cu un apex la 4-6 ore; peste 12 ore chilomicronii
dispar din circulatia sanguina. Care este soarta lor?

o i R ot Aminoacizii ~

'Figura 5.17. Asamblarea si secrefia chilomicronilor Sistemuh\ fimfatic

Chilomicronii exceleaza liber din singe in spatiul intercelular al ficatului, unde
sunt supusi hidrolizei atit in interiorul, cit s1 pe suprafata hepatocitelor. Chilomicronii nu
patrund in tesutul adipos §iin celule. Ca atare, TAG se hidrolizeaza pe suprafata
endoteliului capilarelor tesutului adipos sub actiunea lipoproteinlipazei (LPL), cu
formarea acizilor grasi s1 a glicerolului. O parte de acizi grasi patrunde in interiorul
adipocitelor, alta se fixcaza de albumina singelui si se transporta prin singe, glicerolul
la fel paraseste tesutul adipos. Colesterolul, fosfolipidele, apolipoproteinele sunt trans-
ferate pe HDL (lipoproteine cu o densitate mare).

LPL este activata de apolipoproteina C - [] primita in prealabil de la HDL, veritabile
«rezervoaren de apo C. Acizi grasi eliberati sub actiunea LPL pot fi catabolizati pe calea
f-oxidarii, cu generarea de energie, sau pot fi depozitati sub forma de TAG in tesutul
adipos. Alternativ, acizii gragi pot fi legati de albumina serica si transportati spre alte
tesuturl.

LPL este sintetizata de celulele endoteliale capilare si fixata pe suprafata lumenala a
acestora prin intermediul heparan sulfatului. Singele nu contine cantitdti mari de LPL.
Insd prin adminisrarea de heparin, se observa desprinderea LPL de pe suprafata
endoteliului si clarifierea serului lactescent. Cantitati mari de LPL se evidentiaza in tesutul
adipos, inima, glanda mamara in lactatie, plamini, splind, rinichi, cu exceptia ficatului gia
creierului. Afinitatea LPL pentru TAG chilomicronilor difera de la tesut la tesut.
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Astfel, LPL din inima are constanta Michaelis K, de 10 ori mai mica decit enzima din
tesutul adipos. Aceasta diferentd explici de ce in conditii de inanitie, cind are loc
diminuarea concentratiei TAG, enzima miocardici rimine saturati vizavi de substratul
sdu, 1ar activitatea enzimei din adipocite scade, ceea ce va determina redistributia TAG
din tesutul adipos spre inima, unde vor fi hidrolizati de LPL. Acizii gragi rezultati vor fi
utilizati in celulele miocardice ca material energetic.

S-aobservat cd LPL este produsi si de macrtofagele din intima arterelor. Datele
experimentale obtinute de unii autori demonstreazi ¢ LPL din macrtofage poate juca un
rol important in procesul aterosclerozei. Cantitatea de LPL sintetizati de macrtofage
este influentatd de stresul oxidativ. Cercetérile au aratat ci mutatiile la nivelul genei ce
codifica LPL pot afecta activitatea enzimei, determinind o dezvoltare mai rapida a leziunilor
aterosclerotice.

Dupa actiunea LPL asupra chilomicronilor, acestia sunt transformati in particule
reziduale numite chilomicroni remanenti, avind in compoxzitia lor mai ales apolipoproteinele
B-48 i E. Lanivelul ficatului, chilomicronii remanenti sunt captati prin intermediul unor
receptori hepatocelulari specifici si componentele lor lipidice sunt catabolizate sub influenta
enzimelor lizozomale (fig.5.17a).

Apo C-11

Apo-C-ILE
(dela HDL)

s,
;.

Sunt incorporate
in CM

Tesuturile
(adipos)

L Chilomicron
O
&.
,( PL extracelu-
Sinteza CM ard activati de
Apo-C-I1
egradeazd TAG
Acizii
(HDL)
Apo C-1I
; =
il Yo R
& !'- & Y
FD::??‘ g éi?[epmm i Reincorporarea in HDL
specifici CM  prin e . @ ;
endocitoza sunt Y remanenti Ficat

metabolizati

Figura 5.17a. Metabolismul chilomicronilor (CM-chilomicron; TAG-triacilglicerol; C-colesterol; EC
- esterii colesterolului; LPL - lipoproteintipaza)
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LIPIDELE SINGELUI

Metabolismul chilomicronilor este perturbat de deficiente in lipoproteinlipaza. Ca
rezultat, se inregistreaza sporiri evidente si persistente ale TAG, depunerea lorin tesuturi
(boala ereditara — hiperlipoproteinemie de tip I). Anomalia sintezei apolipoproteinei B
lanivel intestinal frineaza formarea chilomicronilor si transportul lipidelor exogene. TAG
se acumuleaza in celulele intestinale si, consecutiv, se perturba absorbtia altor lipide din
intestin —steatoree, evidentiindu-se si o carentd de vitamine liposolubile (fig.5.18).

Lipoproteinele sunt sintetizate la nivelul
ficatului si intestinului din lipide endogene si
exogene.

Anabolismul lipoproteinelor cuprinde
urmatoarele etape principale:

- sinteza componentelor lipidice
(triacilgliceroli, fosfolipide, colesterol liber,
colesteride);

- sinteza apolipoproteinelor;

- asamblarea lipoproteinelor sintetizate in
torentul circulator.

Lipoproteidele singelui sunt legate necova-
lent, dar durabil. Aceste structuri sunt solubile
inapd si bine adaptate la transportul lipidelor
in diferite tesuturi si organe. Cu cit continutul
lipidic e mai mare, cu atit densitatea lor e mai
mica. Chilomicronii au o densitate mai mica de !
0,8§ g“’( mL. Stggiorce

In concordanta cu densitatea lor crescinda  Figura 5.18. Cauzele posibile ale steatoreei
la ultracentrifugare (flotatie), lipoproteinele se
clasifica in: chilomicroni, lioproteine cu densitate foarte mica (VLDL), lipoproteine cu
densitate mici (LPL), lipoproteine cu densitate intermediara (IDL) si lipoproteine cu
densitate mare (HDL).

Principalele caracteristici fizice si compozitia chimica ale lipoproteinelor singelui e
redata in tab.5.2.

VLDL (pre-[-lipoproteide) sunt sintetizate in ficat; functia principald consta in trans-
portul TAG sintetizate in ficat, mai ales dupa o ratic alimentard bogata in glucide: la
inanitie, diabet zaharat, gratie sintezei lor din acizi grasi liberi circulanti. Amplificarea
cailor de sintezi a TAG hepatice si/sau perturbarea cailor de sinteza si export finalizeaza
cuacumularea grasimilor in ficat— infiltratie adipoasa a ficatului. Agentii cu actiune
protectoare sau care inlesnesc exportul TAG hepatice sunt denumiti factori lipotropi
(metionina, grasimile nesaturate, vit. E etc.)

Procesul de asamblare a VLDL are loc in reticulul endoplasmatic. Pentru acest proces
sunt utilizati in principal TAG din citozol. Acizii grasi din plasma sunt initial esterificati pe
suprafata citozolicd a reticulutui endoplasmatic in TAG, care intrd intr-o proportie redusa
in VLDL si trec preponderent in citozol. TAG citozolici sunt hidrolizati de o lipaza

mucoasei
intestinale
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Tabelul 5.2. Compozitia chimici i caracteristicile fizice ale lipoproteinelor singelui

Clasa de Densitatea Masa Diametru Mobilitatea
lipoproteine (g/mL ) Moleculara(Da) ( nm ) electroforetica
Chilomicronii < 0,95 5,0.10° 10%-10° Nu migreazi
VLDL 0,95 - 1,006 7,5 . 10° 30 - 70 Pre-f
LDL 15-25 B
LDL, (IDL) 1,006 - 1,019 2,5.10° intre P
LDL, 1,019 - 1,063 si pre-P
HDL o
HDL, < 1,063
HDL, 1,063 - 1,125 3,9.10° 6- 14
HDL; 1,125 -1,210 1,9,1‘{)5 6-10
Clasa de TAG Colesterol Colesterol Fosfolipide Apolipopro-
- lipoproteine (%) liber (%) esterificat (%) (%) teine (% )
Chilomicronii 86 -94 0,5-1 1,0-3 30-8 1,0-2
VLDL 55-65 6,0 -8 12 -22 12-18 5,0-10
LDL 8-12 5,0-10 43 - 50 20 - 25 20-24
HDL 3-6 3,0-5 14 - 18 20-30 45-50

specificd, iar acizii grasi rezultati patrund in reticulul endoplasmatic, unde sunt esterificati
sub forma de TAG care servesc ca precursort in sinteza VLDL. Prin unirea componentelor
lipidice cu apolipopreteinele B-100 si E in reticulul endoplasmatic, rezulta particulele
prelipoproteice. Acestea trec in aparatul Golgi, unde are loc formarea veziculelor
secretoare din care VLDL sunt eliberate in circulatie. In singe, VLDL primesc
apolipoproteinele C de la HDL, intre care apolipoproteina C-I1, cofactor al LPL. S-a
constatat ca diminuarea cantitatii de apolipoproteina C-II este asociata, cu sciderea
activitatii LPL si acumularea de chilomicroni si VLDL.

La nivelul tesuturilor extrahepatice, TAG din componenta VLDL sunt hidrolizati de
LPL in acizi grasi si glicerol (fig.5.18a).

Endoteliile vasculare ale muschiului scheletic, inimii, tesutului adipos si creierului confin
un receptor care recunoagte VLDL prin intermediul apolipoproteinei E. Acest receptor
poate juca un rol important in catabolizarea VLDL de catre tesuturile periferice.

In plasma, VLDL cedeazi colesterol liber, triacilgliceroli si fosfolipide particulelor de
HDL. Totodata, are loc deplasarea apolipoproteinelor C si E din VLDL inapoi spre
HDL. Carezultatal acestui schimb si al actiunii LPL, VLDL se transforma in lipoproteine
intermediare (IDL), continind aproape numai apolipoproteine B-100 si E.

Metabolizarea IDL se poate realiza pe doud cai. Una consta in fixarea IDL de receptorit
hepatici specifici. Alta—1in patrunderea IDL in spatiile Disse hepatice, unde suportd un
atac lipolitic al lipazei hepatice si pierd apolipoproteina E. In felul acesta, IDL devin
LDL.

LDL ( B-lipoproteide) se formeaza in plasma din cele pre 3, sub actiunea LPL
(lipoproteidlipazei) si innobilate cu colesterol (din o-LP §i cu participarea enzimei
LCAT (lecitin-colesterol-acil-transferaza) — enzima plasmatica ce catalizeaza reactia:
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Figura 5.18a. Metabolizarea VLDL 5i LDL: TAG— triacilglicerol, C,EC— colesterol si esterii colesterolului;
LPL—lipoproteidlipaza

lecitind +colesterol — 2-lizolecitind + acilcolesterol). Rolul LDL consti in capaci-
tatea de a furniza colesterol diverselor tesuturi. Concentratia maritd de LDL, casia
apolipoproteinei B, are semnificatia de predictie a factorului de risc la aterosclerozi.
Structurarea lor e reprezentatd in fig. 5.19.

Particulele de LDL se fixeaza pe suprafata celulelor prin intermediul unor receptori
specifici localizati in caveolele membranei plasmatice. Receptorul LDL in membranele
plasmatice este o glicoproteina de 115 kDa, cu 839 aminoacizi si 5 domenii. Domeniul 1
(292 resturi de aminoacizi) este situsul de
legare a lipoproteinelor care contin ,
apolipoproteinele B-100 si E. Domeniul 2~ Colesterol ?p%}zrlootgmﬂ,_

> ; 5 neesterificat TN W Esterii
(350-400 resturi de aminoacizi) este un TN \ alestercilikis
segment continind oligoglucide N-legate. S
Domeniul 3 (58 resturi de aminoacizi) este
fragmentul care stribate membrana. Domeniul
5,un segment de 50 resturi de aminoacizi, este
necesar pentru agregarea receptorilor LDL in
timpul endocitozei. Complecsii receptori—LDL
— sunt endocitati n celuld sub forma de
vezicule care fuzioneazad cu lizozomii.
Particulele de LDL sunt degradate de
proteazele si “Paze]e acide lizozomale. Figura 5.19. Structura B-lipoproteidelor

Fosfolipid g
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Colesterolul liber rezultat astfel difuzeaza din lizozomi in citozol, unde poate fi implicat in:

- biosinteza membranelor;

- inhibitia B-hidroxi-B— metilglutaril-CoA reductazei, enzima limitanta in sinteza
colesterolului;

- activarea acil-CoA: colesterol-acil-transferazei care catalizeaza esterificarea
colesterolului intracelular cu acil-CoA; colesterolul reesterificat contine mai ales acid
oleic si acid palmitoleic, care sunt acizi grasi mononesaturati, in timp ce esterii de colesterol
in LDL suntbogati in acid linoleic;

- modularea sintezei receptorilor LDL si, prin urmare, limitarea captarii LDL.

Gena pentru receptorul LDL, asemanatoare cu cea pentru reductaza, contine un
element reglator sterolic care controleaza rata de sinteza a RNAm.

Deci, LDL intervine in transportul colesterolului spre organele periferice si in reglarea
sintezei colesterolului de novo 1n situsurile respective.

Unele LDL nu sunt captate de receptorii pentru apolipoproteinele B/E, deoarece ele
au suferit modificéri prin peroxidare sau acetilare. Se atestd ca oxidarea LDL de cétre
celule in peretii arterelor joacd un rol determinant in patogenia aterosclerozei §1 in
dezvoltarea simptomelor clinice. Oxidarea LDL este un fenomen complex care incepe
cu extractia unui atom de hidrogen de la un acid gras polinesaturat din particulade LDL.
Radicalii peroxil si alcoxil formati pot initia oxidarea acizilor gragi vecini. LDL oxidate
sunt catabolizate pe calea receptorilor «scavenger» ai macrofagelor. Acesti receptori nu
sunt inhibati de continutul intracelular de colesterol §1 macrofagele pot absorbi un exces
de LDL, incarcindu-se astfel cu lipide 1 transformindu-se in celule spumoase. Acest
mecanism poate constitui una din cauzele de instalare a leziunilor aterosclerotice.

HDL (o-lipoproteide) sunt sintetizate si secretate de hepatocite, avind o configura-
tie discoidal. In particulele mature sunt transformate de LCAT. Ele preiau colesterolul
din tesuturi si din alte proteine plasmatice, pentru ca in final sd se catabolizeze in
ficat. Subiectii, care reprezinta niveluri inalte ale acestor parametri, sunt protejati,
poseda factori redusi de risc ai aterosclerozei si viceversa — la nivele scazute de o-LP.

Exista patru subclase de HDL: HDL , HDL,, HDL, si lipoproteine cu densitate
foarte mare (VHDL). HDL, si HDL, sunt cele mai importante si rezultd in urma
principalelor transformari metabolice. Primele HDL secretate in circulatia sanguina de
hepatocitele numite HDL néscinde nu contin esteri de colesterol i au un procent scazut
de colesterol. Particulele acestor lipoproteine prezinta o forma discoidala. Treptat, ele
se imbogatesc de colesterol si fosfolipide. Pe masura captarii colesterolului celular, intervine
enzima lecitin: colesterol-acil-transferaza (LCAT) care catalizeaza reactia dintre colesterol
s1 fosfatidilcholind, conducind la colesteride. LCAT este o glicoproteind cu masa
moleculara =59 000Da. Aceastd enzima este asociatd cu HDL in plasma sanguina si
este activata de apolipoproteina A-1 si inhibata de apolipoproteina A-2 care intra in
structura acestor lipoproteine.Cercetarile recente au aratat ca in organismul persoanelor
curisc inalt de ateroscleroza este prezentd o LCAT care sintetizeaza esteri de colesterol
preferential cu acizi gragi saturati, spre deosebire de enzima de la persoanele normale,
cu specificitate pentru acizii grasi nesaturati. De complexul LCAT -HDL este asociata o
proteina ce transfera esterii de colesterol (CETP = cholesteryl ester transfer protein) din
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HDL la VLDL sau LDL. CETP reprezinta o glicoproteina hidrofoba care se sintetizeaza
in special in ficat §i tesutul adipos.

Hipercolesterolemia 1 hipertriacilglilcerolemia stimuleaza functia CETP, 1ar
hipotiroidismul diminueaza actiunea acestei proteine. De asemenea, la subiectii cu afectiuni
cardiovasculare si la cei cu diabet insulino-dependent se observa o crestere a transferulu
realizat de CETP. Esterii de colesterol formati datorita LCAT, fiind mai hidrofobi,
parasesc suprafata HDL si trec in mijlocul particulelor. Ca rezultat, forma lor discoidala
devine sferic, astfel apare HDL,. Ele reprezintd HDL de talie mica si de densitate
mare, fiind capabile de a primi colesterol si de a-1 esterifica cu ajutorul LCAT. Aceste
lipoproteine se transforma in HDL de talie mare, HDL,, cu densitate mai micd, dar mai
bogate in triacligliceroli, avind rolul de a transporta steridele spre ficat sau alte lipopreteine
(VLDL si LDL). Deci, HDL, sunt adevaratele lipoproteine antiaterogene, intrucit ele
epuizeaza excesul de colesterol.

La nivelul ficatului, colesterolul liber poate fi eliminat in bila sau poate servi pentru
sinteza acizilor biliari. Lipaza hepatica hidrolizeaza triacilglicerolii si fosfolipidele HDL,
permitind conversia reversibild a acestora in HDL, care intrd in circulatie.

Componentii apoproteinici, derind cu rolul structural la mentinerea stabilitatii,
poseda si proprietati de activatori ai enzimelor (LCAT) (tab.5.3).

Tabelul 5.3 Apolipoproteinele din componenta lipoproteinelor

Apolipo-  Masa Concentratia  Locul de Functia Distributia ( %)
proteina  moleculard plasmatica sintezi din totalul apo-
(Apo) kDa (mg /100 mL) lipoproteinelor
Apo A-1 28,3 110-200 Ficat, intestin ~ Activator al LCAT HDL (67%)
Apo A-2 17,0 30-50  Ficat, intestin HDL (22 %)
Apo A-4 45,0 15 Intestin Permite efluxul
de colesterol
Apo B-48 240,0 3-5 Intestin Secretia Chilomicroni
chilomicronilor
Apo B-100  513,0 60 - 140 Intestin Secretia VLDL, VLDL ( 90%)
ligand pentru LDL LDL (35%)
Apo C-1 7,0 4-6 Ficat Activator al LCAT  Chilomicroni,
VLDL, HDL
Apo C-I1 8,9 3-5 Ficat Activator al LPL  Chilomicroni,
VLDL, HDL
Apo C-111 87 12-14  Ficat Inhibitor al LPL Chilomicroni,
VLDL, HDL
Apo D 33,0 6-7 Rinichi, ficat, Metabolismul
placentd, intestin esterilor de HDL
colesterol
Apo E 34,1 3-5 Macrofage, Ligand pentru Chilomicroni,
suprarenale, receptorii LDL VLDL (15%),
ficat, intestin si IDL IDL, HDL.
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Apolipoproteina A-1 este apoproteina majora a lipoproteinelor «protectoare» de
aterom, HDL. Apolipoproteina A-1, ca si apolipoproteina C-1, activeaza lecitin - colesterol
acil-transferaza (LCAT), deci joaca un important rol in conversia colesterolului in colesteril
esteri, care sunt transferati din HDL spre alte lipoproteine. Acest transport se face cu
ajutorul proteinei de transfer a colesteril esterilor.

Apolipoproteina B-100 intré in constitutia lipoproteinelor aterogene, LDL si VLDL.
Ea este implicata in transportul triacilglicerolilor si VLDL din ficat care are o importanta
vitala In calitate de ligand, prin intermediul céruia receptorii celulari recunosc, capteaza i
internalizeaza LDL si IDL pentru catabolizare.

Apolipoproteina B-100 este o proteind mare, de circa 549 000 Da, alcatuita din
domenii hidrofile si hidrofobe. Ea inveleste suprafata particulei lipoproteice. In organismul
uman apo B-100 se sintetizeazi in ficat. In schimb, apo B-48 este sintetizati exclusiv in
mucoasa intestinald gi se gaseste in chilomicroni. Sunt lipoproteine care transporta lipidele
din intestin in ficat. Ambele apolipoproteine — B-100 si B-48 — sunt sintetizate pe o
singura gena.

Asemanator sintezei altor proteine secretoare, translatia apolipoproteinelor B se
descopera in ribozomii atasati la reticulul endoplasmatic. Din cauza domeniilor proteinice
hidrofobe ale apo B, ultima ramine atagatd la membrana reticulului endoplasmatic pina
cind se vor lega suficiente lipide penru a se forma o particula mica de lipoproteina nascinda.
O proteind, numita proteina microzomala de transfer al triacilglicerolilor (microsomal
triacilglicerol transfer protein = MTP), favorizeaza transferul colesteril esterilor,
fosfolipidelor si triacilglicerolilor din reticulul endoplasmatic la apo B, conferindu-i
acesteia din urma capacitatea de a se detasa de membrana reticulului endoplasmatic.
Aceasta faza este unul din situsurile majore ale reglarii sintezei §i secretiei apo B. RNAm
al apo B este exprimat constitutiv §1 productia de apo B este reglata in schimb prin
abilitatea apo B de a lega lipide si a forma o particula lipoproteica care este gata pentru
secretie. Daca nu exista suficiente lipide disponibile siapo B nu poate forma o particula
lipoproteica, atunci apo B este supusa degradarii intracelulare sub actiunea proteazelor.
In aceasta situatie disponibilul de lipide alimentare sau sintetizate endogen controleaza
viteza productiei de apo B. Particula lipoproteica nascinda o data formatd se mareste
prin fuziune cu picaturile de lipide care iau nastere in reticulul endoplasmatic neted, unde
se descopera biosinteza majoritatii lipidelor. Particula lipoproteicd marita este apoi
transportata la aparatul Golgi unde sunt adaugate lipidele aditionale. Apo B este in final
modificata prin glicozilare, dupa care particula lipoproteica maturizata este secretata in
sistemul limfatic.

Initial, se considera ca abetalipoproteinemia este cauzatd de o mutatie a genei pentru
po B, avind ca rezultat scaderea vitezei de transcriere. Insa, unele studii au detectat
titati crescute de RNAm pentru apo B in celulele pacientilor cu abetalipoproteinemie.
rcetarile ulterioare au ardtat ca gena defectatd nu este legatd cu apo B. De asemenea,
a constatat cd proteina apo B este sintetizata in abetalipoproteinemie, dar nu este
retatd din celuld, ceea ce sugereaza un defect in asamblarea lipoproteinei. Recent s-
stabilit ca activitatea MTP este insuficienta la subiectii cu abetalipoproteinemie. De aici
dedus cd MTP este defectul primar rezultat in urma mutatiei punctiforme a genei.
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In absenta MTP, apo B nu se poate agrega cu lipide si ca urmare nu poate fi eliberata
din membrana reticulului endoplasmatic. Calea degradativa intracelulara normala care
controleaza secretia post-transcriptionald a apo B se pare a fi responsabild de apo B
descompusa. In cazul acestui defect, apo B nu se sintetizeaza in intestin §i ficat, ceea ce
impiedica secretia chilomicronilor, VLDL s1 LDL. Lipsa acestor lipoproteine din singe
justifica hipercolesterolemiain abetalipoproteinemie.

De notat ca in dezvoltarea afectiunilor aterosclerotice, apolipoproteina B-100 se
acumuleaza la nivelul acestora cu o viteza mai mare, decit colesterolul. Se considera ca
nivelul plasmatic ridicat al apo B-100 constituie un factor de risc pentru ateroscleroza,
mai important decit cresterea colesterolului sau a triacilglicerolilor. Sinteza hepatica a
apo B-100 se intensifica la alimentatia inbogatita de zaharoza, cit si de lipide saturate si
colesterol.

Apolipoproteina C-II activeaza lipoproteinlipaza care hidrolizeaza TAG din
VLDL si chilomicroni.

Apolipoproteina C-III poate inhiba legarea unor lipoproteine la receptorii hepatici.

Apolipoproteina E este un important determinant al afinitétii lipoproteinelor,
continind apoproteina E, incluzind IDL si chilomicronii remanenti pentru receptorii
lor hepatici.

Lipidele organismului uman. Ele sunt sursa principald endogend a acizilor
gragi, ce determina energia. Aceste lipide se depoziteaza in tesutul adipos. Lipogeneza
consta in sinteza trigliceridelor de depozit, la nivelul adipocitelor. Substraturile biosintezei
trigliceridelor sunt acizii grasi si glicerolul. Acizii grasi liberi provin din degradarea
triglicerolilor transportati de VLDL si chilomicroni. Acizii grasi sunt activati prin
transformarea lor in acil-CoA, sub actiunea acil-CoA-sintetazei. Adipocitele pot utiliza
doar glicerolul endogen rezultat din catabolismul glucozei. Glucoza patrunde in adipocite
prinintermediul transportatorului siu GluT 4 si este oxidata prin reactiile glicolizei, formind
dihidroxiacetonfosfat. Forma activa a glicerolului rezulta din reducerea acestui intermediar
la glicerol-3-fosfat, cauzatd de dihidroxiacetonfosfat dehidrogenaza, in prezenta
coenzimei NADH + H".

Leptina este o proteina reglatoare sintetizata la nivelul tesutului adipos, e compusa
din 167 resturi de aminoacizi. Unul din efectele sale metabolice este suprimarea aportului
alimentar, prin interactiunea cu receptorul siu hipotalamic specific, stimulind sinteza
neuropeptidelor (POMC, CRH, CART — apetit supresoare). La interactiunea leptinel
cu eliberarea neuropeptidei Y se stabileste un raspuns contrar: cu activarea sistemului
parasimpatic, micgorarea temperaturii §i a fertilitati. i

Leptina altereaza transmisia sinapticd in neuronii nucleului arcuat, stimulind
hiperpolarizarea neuronilor simpatici hipotalamici, cu eliberarea norepinefrinei in sinapsele
adipocitelor. Prin intermediul {3, - adrenoreceptorilor si eliberarea AMPc are loc activarea
proteinkinazei A, care faciliteaza transcrierea genei UCP. Proteina decuplanta
mitocondriald (UCP-1) sintetizata determina efectul termogen drept consecinta a
modificarilor functiei complexului ATP-sintazic (vezi schema de mai jos).

Reglarea lipogenezei adipocitare are loc sub controlul factorilor endocrini, dintr
care cel mai important este insulina. Cresterea secretiei de insulina in perioadele
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Reglarea hipotalamicd a stocivii si mobilizirii de energie

-prandiale activeaza lipogeneza la nivelul tesutului adipos prin urmétoarele mecanisme:

a) inducerea transcrierii genei pentru LPL;

b) activarea transportatorilor GluT 4 la nivelul adipocitelor;

c) amplificarea glicolizei prin activarea fosfofructokinazei I (prin cresterea concentratiei

de fructozo-2,6-difosfat).

In perioadele interalimentare aceste efecte sunt suspendate prin scaderea secretiei de

insulind. Acest fapt duce la activarea procesului invers, lipoliza. Lipoliza consta in

degradarea trigliceridelor de depozit, la nivelul adipocitelor. Drept sursa de energie pot

servi numai acizii grasi liberi, neesterificati. TAG sunt scindate de enzimele tisulare

specifice—lipaze —pina la glicerol si acizi grasi. Ultimii se fixeaza de albumine in plasma,

apoi sunt transportati la destinatie §i utilizati dupa scindarea legaturii cu proteinele. Celulele

licodependente (in principal, eritrocitele) si creierul nu pot utiliza acizii grasi ca sursa de
ergie.
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Glicerolul rezultat nu poate fi reutilizat in eritrocite, deoarece acestea nu
dispun de glicerol kinaza. Caurmare, glicerolul este eliberatin circulatie §i captat
de ficat, care-1 utilizeaza pentru sinteza de glucoza, prin gluconeogeneza.

In lipoliza, o insemndtate cardinala o are trigliceridlipaza — enzima
hormonodependenta; activitatea di- i mono- gliceridlipazelor este de 10-100 de ori
mai intensa decit a TG-lipazei .

Aceasta din urmd e activata de adrenalina, noradrenaling, glucagon, deci reprezinta
o enzima reglatoare. Hormonul primar interactioneaza cu receptorii celulari, modificind
structura lor, carezultat e activata adenilaiciclaza ce favorizeaza sinteza AMPc din
ATP. AMPc activeazd o proteinkinazd care, fosforilind TG-lipaza, o activeaza.
Produsele, glicerolul si acizii grasi sunt scindati sauutilizati la sinteza. Acizii grasi
pot fi obtinuti si din fosfolipidele membranare ca rezultant al reinnoirii lor
metabolice permanente, cu formarea acizilor grasi liberi (vezi schema de mai sus).
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DEGRADAREA OXIDATIVA A ACIZILOR GRASI
(SPIRALA LUI LYNEN)

La studierea mecanismului de oxidare a acizilor grasi un merit aparte il are savantul
Franz Knoop. In 1904, alimentind ciinii cu acizi grasi cunumdr par de atomi C, in
molecula cdrora un atom H din grupa CH, era substituit cu radicalul fenil -C H,, a
depistatin urinaanimalelor derivatul acidului fenilacetic; la alimentarea cu acizi grasi cu

numar impar de C - derivatul acidului benzoic.

@) - QL
CHQ-—"CHZ_ CHQ— CHZ_C\Z)O iF C2

CcC=0
Fenilbutirat \0 Fenilacetat

©
@CH2CHZCO ' C=0 + G,

0

Fenilpropionat Benzoat

In urma analizei respective, savantul a ajuns la concluzia cé acizii grasi se scindeaza
la oxidare la atomul (3. In aceste investigatii pentru prima data s-a utilizat un compus
sintetic marcat pentru descifrarea mecanismelor biochimice.

Inanul 1949, E. Kennedy si A. Lehninger au determinat ci oxidarea acizilor grasi
se produce in mitocondrii. Mai tirziu, s-a demonstrat ca transferul acizilor grasi in
matricea mitocondriala e anticipat de activarea lor: acizii grasi liberi din citozol nu pot
penetra membrana mitocondriala.

Activarea acizilor grasi. Acizii grasi conlucreaza la toate procesele metabolice
numai in stare activa. Paul Berg a demonstrat ca procesul include 2 etape:

1. Se formeaza aciladenilat, anhidridd mixta, grupa carboxilicia acizilor grasi
fiind atasata de fosfatul AMP, cu eliminarea pirofosfatului:

R—C\=O + ATP R—C=0 + PPi

N
¢} O—AMP

2. Grupa SH a CoA ataci aciladenilatul fixat de enzima, finalizind cu formarea
acilCoA si AMP.

HS—CoA + E—A—A =—= R—(||3~SC0A+E+AMP
0

Ambele reactii sunt ugor reversibile. Pirofosfatul se hidrolizeaza rapid sub actiunea
pirofosfatazei. Reactia finald devine ireversibila — sunt utilizate doud legaturi macroergice,
dar se formeaza una singura.
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Reactia sumara:

R—COOH +HS—CoA +ATP +H ,0 —> R—(lll‘ ~ SCoA+ AMP + 2P; + 2H

Reactia de activare are loc la suprafata externa gmembranei mitocondriale si a
reticulului endoplasmatic. Enzima e denumita tiokinaza acizilor grasi sau acil CoA -
sintetaza. Distingem enzimele acetil-CoA sintetaza (C,-C,), octanoil-CoA sintetaza (C,-
C,,) sidodecanoil-CoA sintetaza (C, -C,,). Inrol de activatori enzimatici apar ionii K*
siMg?", cainhibitori—Na*s1 Li*.

Transportul acizilor gragi in mitocondrii. Carnitina (Viamina Bt). Fiind o
molecula cu o catenad lunga, acil-CoA nu poate penetra liber membrana interna
mitocondriald. E necesar un mecanism-navetd, cu participarea carnitinei (3-
hidroxi-y-trimetilaminobutirat), formatd in organismul omului si al mamiferelor (ficat,
rinichi) din lizina §i metionina activd, cu participarea vitaminei C, B,, NAD". Carnitina
este un compus azotat neproteic, provenit i din alimentatie.

Enzimele (carnitin — acetil-transferaze) sunt localizate pe ambele parti ale
membranei mitocondriale, cuplate cu o proteina transportatoare (translocaza), care
deplaseaza acilcarnitina in matrice §i carnitina in sens opus. Mecanismul transportului
acizilor gragi consta in urmatoarele:

E
I. R—C~SCoA + (CHs);N—CH,—CH—CH,—CO0" ==
] Camitna | |

O OH
—~ HS—CoA + (CHy);N—CH,—CH—CH,—COO"
Acilcarhitina 0—C=0
R

2. Acilcamitma + HS—CoA 22___ R—C~SCoA + Camitina
I

Sinteza carnitinei are loc in modul urmator. Sunt implicati in proces cofactori
respectivi si are loc in anumite compartmente celulare:

CH; 5

CH; O
&) / I V4
TML = CH3—T—(CH2)4-—(|:H-—(|: TMABA =CH 3—-+i\1-— (CHj)3— ?
CH; I\-ﬁ"{3 OH CHj; H
c
BB = CH3;~N —(CH,);— COOH
I
CH;



mcioglutarat + Dgl

Succinat + CO»

Proteoliza

Ascorbat

Notdi:
TML = N6- trimetillizina;

PLP = piridoxalfosfat;

TMLD si BBD = dioxigenaze;

TMABADH = dehidrogenaza;

HTMLA = aldolaza specifica;

TMABA = 4 — N — trimetilaminobutirilaldehidi;
BB-Butirilbetaina (4 — N-trimetilaminobutirat); )
HTML = 3-hidroxi — N6- trimetillizina; Fe?"

L-Carnitina

2-cetoglutarat +0O,

Succinat +CO3

Schema transferului acizilor grasi cu catena lunga in mitocondrii §i reglarea ratei
mitocondriale de acetil - CoA/ CoA e redata in continuare:

o x‘.}?m:{" ,_

Acetilearnitina Acetilcarnitina -
\Acetil-CoA
i :
S Carnitina
Acil-CoA B-oxidare
CoASH Acil-CoA

Acilcarnitina

Matricea

Citozol mitocondriala

Notia: MSM — membrana externd mitocondriald; MIM — membrana internd mitocondriald; CPT I -
carnitinpalmitoil transferaza I §i CPT II - carnitinpalmitoil transferaza II; CACT — carnitin-acilcarnitin
translocaza; CAT — carnitin acetil transferaza
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HSCoA esterii acizilor grasi transferati in mitocondrii sunt gata pentru oxidare.
Procesul descris permite diferentierea a doua cantititi de CoA — cea citozolica si cea
mitocondriald, ce indeplinesc functii diferite, examinate anterior (vezi studiul mitocondriilor
—oxidarea piruvatului, acizilor grasi, aminoacizilor); CoA-citozolica participind la
procesele biosintetice. Clinic, a fost stabilit cd dereglarile transferarii metabolitului
dintr-un compartiment in altul poate cauza maladii la unii gemeni, care din frageda
copilarie sufera de convulsii dureroase in muschii scheletali. Cercetarile efectuate au
confirmat ci lorle lipseste carnitina —transportatorul acizilor grasi cu catend lunga.
Cantitati majore de carnitind in conditii fiziologice se gasesc in inima s muschii scheletali.

Oxidarea acizilor grasi in mitocondrii. Oxidarea se produce pe etape:

a) Acil-CoA saturati in mitocondrii sunt supusi procesului de dehidrogenare fermen-
tativa la atomii ¢ §i  de C (pozitia 2 si 3) si, in rezultat, se formeaza legaturi duble.

FAD  FADH, Iﬁ
Ry CHy—CHy— CHy— - SC0A¥Z»E‘ R CH;—C=C—C~SCoA

O H

Produsul reactiei catalizate de acil-CoA-dehidrogenaza (E ) e trans-A*-enoil-CoA.
Grupa prosteticd a E, e FAD. FADH, a enzimei isi va transmite perechea de e unui
transportator specific, unui flavoproteid care, la rindul sau, o va transmite ubichinonei din
compusul integral al lantului respirator mitocondrial, formind doua molecule ATP prin
fosforilarea a doud molecule ADP.

b) La etapa a doua a ciclului de -oxidare a acizilor grasi are loc hidratarea legaturii
duble a trans-A%-enoil-CoA, cu formareaa L-stereoizomerului-f-hidroxiacil-CoA.
Reactia e catalizatda de enoil-CoA hidrataza, capatata in forma cristalica (este un
hexamer).

o o
Ry CH |C=C—<”3~SCOA NB . R—CH,— c—c—? ~ SCoA
o H b

c)La etapaatreia L-3-hidroxiacil-CoA se dehidrogeneaza fermentativ cu forma-
rea 3-cetoacil-CoA. Reactia e catalizata de L-3-hidroxiacil-CoA DH cu acceptorul
sau specific de electroni - NAD*. Enzima poseda specificitate absoluta fatd de L-
stereoizomer. Echivalentii redusi sunt transmisi in lantul respirator, cu formarea respec-
tiva a 3 molecule de ATP.

0y ?
E,4 =
Ri-CH;—C—C—C ~ SCoA R;7—CHj; C—CH,—C ~ SCoA
[ o § 2 |
H H O NAD" NADH+H O

d) Ultima reactie de oxidare din acest ciclu e catalizatd de acil-CoA acetil
transferaza (tiolaza).

—C— —(C~ Riz; CH, —C~SCoA+CH;—C~SCoA
Ry CH, (||3 CH, ﬁ: SCOA,7» n-2 2 i 3 i
@) HSCoA O O

“Fld -



Reactionind cu HS-CoA liber, substratul se scindeaza, formind un fragment de 2
atomi de C (acetil CoA) si ester al acidului gras cu 2 atomi de C mai putin. O reactie de
tioliza, scindare favorizata de interactiunea cu grupa tiolica din CoA.

Acil-CoA scurtat e supus oxidarii continue in acelasi ciclu, cu formarea in final
aunui nou acetil-CoA, reducind lantul cu 2 atomi de C.

Stoichiometria unui ciclu de f—oxidare:

Oxidarea acidului palmitic, C, ~SCoA (palmitoilul-CoA), necesita 7 cicluri. Inultimul
ciclu, C,-oxoacil-CoA, prin tioliza, formeaza 2 molecule de acetil-CoA.

s—acil~CoA + FAD+ H,0 +NAD" + HSCoA

Cnzacil~CoA + NADH + FADH, + H" + AcetiCoA

Stoichiometria oxidarii C16~C0A:
a) Palmitoil~CoA + 7CoA + 70, + 35P, + 35ADP ———»
—— Bacetil~CoA + 35ATP + 42H,0

Ci6~CoA + 7FAD + 7TH,0 + INAD" + 7CoA ———
8CH;—C~SCoA + 7FADH, + 7NADH + 7H"
(II)
Acetil-CoA, format la oxidarea acizilor gragi, nu se deosebeste cu nimic de
acetil-CoA care se formeaza din piruvat. Grupa acetilica se oxideaza in final pind la

CO, 1 H,O, prin ciclul Krebs.
b) 8acetil~CoA + 160, +96P. + 96ADP
8HSCoA + 96ATP + 16CO, + 104H,0

Numarul de molecule ATP eliberate in final la oxidarea palmitoil-CoA este: 14—din

7FADH,; 21 —din 7 NADH; 8 x12 =96 —din 8 molecule de acetil-CoA, si in total:
96+21+14=131. Aici trebuie sa avem in vedere ca 2 legaturi fosfat macroergice au
fost consumate pentru activarea palmitatului la scindarea ATP in AMPsi2P..
. Asadar, beneficiul net in ATP este de 129 molecule la oxidarea acidului palmitic. Suma

reactiilor a §1 b este, respectiv:

¢) Palmitoil~CoA +230,+131P +131ADP
8HSCoA + 131ATP + 16CO,+ 146H,0
Arderea acidului palmitic da un efect energetic major egalat cu:
CH,(CH,),,COOH + 230, 16CO, + 146H,0 - AG = - 2340kcal.
Coeficientul respirator pentru palmitat este de :
CR =16mol. CO, rezult/23 mol. O, consumat = 0,7
Comparativ cu arderea glucozei:
CR = 6mol. Co,/ 6mol.O, = 1,0
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Randamentul de conservare a energiei libere in ATP este aproximativ egal cu 40%.

p-oxidarea acizilor grasi nesaturati decurge normal pind in vecinatatea legaturii
duble originale, avind configuratiacis. Suntnecesare trei cicluri de scindare. Prezenta
legéturii duble intre C, si C, impiedicd formarea legaturii similare intre C, si C,. Sub
actiunea izomerazei, legatura dubla trece in trans- A’ -legitura dubla:

i
H,C—(CH,)s—C=C—CH,—C~SCoA  E=
3 lzomeraza
cis -A -enoil-CoA (9]
i
= H;C—(CH,)s— CHy;—C=C—C~SCoA
|

|
trans - Az—eno i-CoA ‘{l-l 0]

Reactiile ulterioare se aseamana cu cele ale oxidarii acizilor grasi saturati. Pentru
oxidarea acizilor gragi polienici e necesard si o altd enzima rezultata din hidratarea legaturii
duble D-izomer-3-hidroxiacil-CoA, care nu poate fi substrat al enzimei de tipul L-DH.
Enzima — epimeraza modifica configuratia grupei OH1a C,.

i T |
Epimeraza
HaC—(CHs )y —L=L—CHy— U= —CHy—C—CHe—C % SCoA ;_—-_-
D -3 - hidroxi - ¢is <A -encil-CoA (i)H ﬂ)

H H OH
B [ [ I
£~ H,c —(CH,),—C=C —CH,—C=C— CHZ—(IZ = CHQ-—(I'T‘ ~SCoA

5
L - 3 -hidroxi - cis -A -enoil-CoA

Oxidarea acizilor grasi cu numar impar de atomi C

In celuli acizi de acest fel se contin in cantititi mici. Se oxideazi in acelagi mod, insa
la ultima etapa de scindare se formeaza o molecula de propionil-CoA si doar o molecu-
12 de acetil-CoA.

Propionatul in surplus de ATP se carboxileaza, cu formarea D-izomerului metilmalo-
nil-CoA. Reactia e catalizata de propionil-CoA-carboxilaza, enzima ce contine
vitamina H (biotin dependent?).

co, coo
H;C—CH,—C~SCoA S : H3C—CH—?‘:~SCOA

ATP "~ AMP+2P;
D-metilmalonil-Co A

Gratie unei racemaze E,, D-izomerul este modificat in L, ultimul servind drept
substrat pentru o mutaza E,, ce il transforma in succinil-CoA.
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coor COO COO

I | |
HC—CH; Ei H3C—(|3H B, ?I—lz
D= (|:~SCoA 0=C~SCoA (':Hz
D L 0=C~SCoA

Reactiile descrise au modificatori intramoleculari —grupa C=0, ce migreaza de
laC, laC,, substituind atomul de H. Izomerizarea neordinara e catalizata de metilmalonil
mutaza — o enzimd ce contine drept cofactor un compus al vitaminei B .

Metilmalonil-CoA serveste drept produs intermediar si la procesul oxidarii unor
aminoacizi: metionind, valind, izoleucina. La om s-au inregistrat un sir de tulburari ale
metabolismului acestui produs, manifestat inca in frageda copilarie. Diminuarea sau
lipsa completa a enzimei date este un defect genetic, adica netransformarea in succinil-
CoA. In singe i in urini apare acidul metilmalonic, micsorind pH singelui, ce provoa-
ca acidemie metilmalonica. Situatia poate fi ameliorata numai daca copiilor li se
administreazi cantitati mari de vitamina B ., la o diminuare a vitezei acestei reactii.
Daci defectul genetic afecteazd molecula proteicd a mutazei, vitamina B,, nuein
stare sa redreseze situatia si maladia devine incurabila.

Q- §i w-oxidarea. Exista cdi alternative de oxidare a acizilor grasi, $i anume: - §i
w-oxidarea. Numai o mica parte din acizii grasi pot fi oxidati prin astfel de mecanisme.

a-oxidarea predomind in tesutul nervos si necesitd NAD", vit.C, ATP, O,, Fe*".
Prin acest proces se formeaza hidroxiacizii grasi superiori, proprii lipidelor SNC.

Este o cale particulara de degradare a acizilor grasi, fara semnificatie cantitativa. Au
loc concomitent doud procese:

- eliminarea carboxilului sub forma de CO, si

- oxidarea C_la aldehida.

Procesul de a-oxidare are loc in prezenta enzimei acid gras peroxidazd (AGP),
care necesita prezenta apei oxigenate.

R— CH,—CH,—OH

Alcool NADH+ H*
7l
\
2H WAD*
2H,0, o
R—CH,—CH,—COOH - R—CH,—CHO
Acid gras AGP - Aldehidd  y\ap+
2 2
!
' N NADH+H*

R—CH,—COOH

Acid gras cu un carbon mai putin
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In concluzie, citeva preciziri legate de procesul c-oxidare:

- nu intervine coenzima A;

- nu se formeaza ATP;

- H,0, necesara rezulta prin autooxidarea flavinenzimelor;

- aldehida rezultati poate fi redusi la alcool sau oxidati la acidul corespunzitor, care
reia sirul de reactii;

- reactiile nu pot duce la degradarea totala a acizilor grasi, deoarece enzima este
activa numai la acizii grasi C -C, .

- o-oxidarea acizilor grasi a fost evidentiata in creier.

w-oxidarea catalizata de monooxigenaze hepatice, ce are loc in microzom, necesi-
td O,, NADPH, cit P-450. In final, acidul gras este degradat prin B-oxidare.

Oxidarea acizilor grasi (C, —C, ) in peroxizomi. Oxidarea in cauza conduce
la acetil-CoA, dar nu este asociata cu sinteza de ATP. Acetil-CoA difuzeaza din
peroxizomi in mitocondrii, unde este oxidatla CO, siH,O, cu sinteza cuplata de
ATP sau este convertit in corpi cetonici. 3 - oxidarea peroxizomald difera de
cea mitocondriala prin reactia de oxidare a acil-CoA la enoil-CoA si e catalizata

de o oxidaza:
0, H,0,

R—(CH);~C~5CoA NEVL R—(CH;)—CH=CH— C~SCoA
1
(0]
Catalaza in continuare scindeaza HQOZ: 2H30:, —— 2H20 + 02

Fie ca H,O, serveste ca oxidant in reactiile catalizate de peroxidaze:

RH, +2H,0, —— RO,+2H,0

Amploarea -oxidarii in peroxizomi variaza in dependenti de factorii nutritionali,
hormonali, medicamentosi. Numarul peroxizomilor si continutul lor creste la diabet,
inanitie, la administrarea unor medicamente (aspirind, agenti hipolipemianti), la indigestia
in urma reactiilor cu exces de lipide, la ingerarea acizilor grasi superiori.

Absenta peroxizomilor cauzeaza sindromul Zellweger manifestat prin cresterea
marcatd a acizilor grasi cu catend foarte lunga (C, -C, ) si deces in primele luni de viata.
Lablocarea [3-oxidarii sau a deficitului de carnitina cota acestor cai este majora —in
urind se depisteaza derivati ai o-hidroxilatilor si ai acizilor dicarboxilici, precum si esteri
ai glicerolului si carnitinei cu radicalii acil.

Deficitul acil CoA dehidrogenazelor (afectiuni cu transmitere autosomal recesiva) se
manifestd dupd virsta de 1 an, o data cu aparitia unor perioade mai indelungate intre
mese—12 ore, cu coma, hipoglicemie severa. In absenta diagnosticului gi a tratamentului
corect imposibilitatea producerii de energie conduce la deces.

Anomaliile enzimelor de transport sau de oxidarea acizilor grasi, cit si deficitul
riboflavinei se evidentiaza in special in organele cu necesitati metabolice majore
(miocardul, muschiul sceletic). Steatoza hepatica se asociaza cu insuficiente pluriorganice
$i neuropatii severe.

In plasma se evidentiaza prezenta unei hipoglicemii, absenta corpilor cetonici si
acumularea acidului lactic —acidoza lactica.
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